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Repetidas falhas de implantação embrionária são um sério problema para as clínicas 
de medicina reprodutiva. Consequentemente, marcadores diagnósticos, que em última 
análise auxiliariam na prática clínica, são desejáveis. Sinais imunomoduladores circulantes, 
liberados durante a gestação, como as moléculas HLA (HLA-G/-E) e tipo-HLA (MICA/B e 
ULBP-2) em suas formas solúveis e secretadas via vesículas extracelulares (EVs), 
promovem a sinalização intercelular para desenvolvimento embrionário. Este estudo 
investigou a associação entre a variabilidade dos genes HLA-G/-E e MICA e o perfil de 
expressão de HLA-G/-E, MICA/B e ULBP-2 em sangue periférico nas suas duas formas 
solúveis, total e carreadas por EVs, em casos de falha de implantação embrionária e 
controles férteis. Participaram deste estudo 62 casais com pelo menos duas falhas de 
implantação embrionária (IF); 131 casais férteis não gestantes com pelo menos duas 
gestações normais, sem relato de complicações (FW) e 29 mulheres férteis gestantes (PW). 
ExoQuik, ultracentrifugação, Western blot, Nanoparticle Tracking Analysis e citometria de 
fluxo foram utilizados para caracterização de EVs. ELISA foi utilizado para a quantificação 
das citocinas TGF-β1, IL-10 e IFN-y e das moléculas HLA-G/-E, MICA/B e ULBP-2 em suas 
isoformas solúveis totais e carreadas por EVs. A genotipagem dos genes HLA-G/-E e MICA 
foi realizada por sequenciamento, SSOp e SSP. Este estudo evidenciou a concentração 
aumentada das citocinas TGF-β1 e IL-10 e a capacidade de intensificar a atividade de 
caspase-3 em células NK CD56dim citotóxicas em EVs derivadas de mulheres gestantes. 
Além disso, sugeriu a existência de associações de potenciais marcadores genéticos e de 
seus níveis de expressão em casos de falha de implantação, como: (i) a maior frequência do 
alelo HLA-G 14pb del e níveis aumentados de HLA-G solúvel (sHLA-G) total; (ii) os 
haplótipos HLA-G*01:01:08/14pb del e HLA-G*01:04:01/14pb del como prováveis haplótipos 
de risco; (iii) o haplótipo HLA-G*01:01:01/14pb del associado à níveis elevados de sHLA-G 
total e vesicular e o haplótipo HLA-G*01:01:02/14pb ins associado à níveis reduzidos de 
sHLA-G vesicular. Não foram encontradas diferenças em relação à diversidade alélica e 
genotípica e níveis de expressão de HLA-E. Em relação às moléculas ligantes do receptor 
NKG2D, os alelos MICA*002:01, MICA*004:00 e MICA*008:01/04 estão associados a níveis 
de MICA solúvel total independente das condições dos grupos de estudo. Além de 
corroborar a importância das EVs em gestações normais e patológicas, este estudo 
evidenciou a importância das variações nas sequências gênicas na regulação dos níveis de 
expressão de proteínas importantes no contexto imunológico, como HLA-G e MICA. No 
entanto, mais estudos que auxiliem no esclarecimento dos possíveis fatores de 
suscetibilidade e proteção relacionados a essas moléculas e seu papel em casos de falhas 






 Recurrent embryo implantation failure remains a serious problem of modern assisted 
reproductive technologies outcome. Consequently, diagnostic markers, which can assist 
clinical practice, are desirable. Immunomodulatory signals are released during pregnancy via 
HLA (HLA-G/-E) and HLA-type (MICA/B and ULBP-2) molecules in distinct released forms, 
as total soluble molecules or secreted via extracellular vesicles (EVs), promoting intracellular 
signaling for embryo development. The aim of this study was to investigate the variability of  
the HLA-G/-E and MICA genes and the expression profile of the HLA-G/-E, MICA/B and 
ULBP-2 molecules in its total soluble and secreted via EVs forms, in embryo implantation 
failure and fertile controls. Therefore, we included in the study 62 couples with at least two 
embryo implantation failures (IF); 131 non-pegnant fertile couples with at least two normal 
pregnancies with no reporting complications (FW) and 29 fertile pregnant women (PW). 
ExoQuik, ultracentrifugation, Western blot, Nanoparticle Tracking Analysis and flow cytometry 
were used for EVs characterization. ELISA was performed for the quantification of the TGF-
β1, IL-10 e IFN-y cytokines and HLA-G/-E, MICA/B e ULBP-2 molecules. The genotyping of 
HLA-G/-E and MICA genes was performed by sequencing, SSOp and SSP techniques. As 
main results, we showed increased levels of TGF-β1 and IL-10 cytokines and the ability to 
enhance the caspase-3 activity in cytotoxic CD56dim cells in EVs derived from pregnant 
women. Furthermore, we suggested potential genetic markers and the association with their 
expression levels in implantation failure women, such as: (i) higher frequency of HLA-G 14bp 
del and increased levels of total soluble HLA-G (sHLA-G); the possible risk haplotypes HLA-
G*01:01:08/14pb del and HLA-G*01:04:01/14pb del; (iii) the haplotype HLA-G*01:01:01/14pb  
del associated with increased levels of total and vesicular sHLA-G and the haplotype HLA-
G*01:01:02/14pb ins associated with reduced levels of vesicular sHLA-G. There were no 
differences in the allelic and genotypic distribution and expression levels of HLA-E. Regarding 
to the NKG2D-ligands molecules, the alleles MICA*002:01, MICA*004:00 and 
MICA*008:01/04 are associated with total soluble MICA levels regardless of the study group 
conditions. In addition to corroborate the EVs importance in normal and pathological 
pregnancies, this study showed the importance of the gene sequences variances in the 
regulation of  the expression levels of important proteins in the immunological context, such 
as HLA-G and MICA. However, further studies are needed to clarify potential susceptibility 
and protective factors related to these molecules and their role in cases of implantation failure 
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sMICBtot MICB solúvel total  
SNPs Polimorfismos de um único nucleotídeo  
sULBP-2 ULBP-2 solúvel  
sULBP-2EV ULBP-2 solúvel vesicular  
sULBP-2tot ULBP-2 solúvel total  
TAP Transportador associado ao processamento de antígenos  
TCR Receptores de células T  
TE Trofoblasto extraviloso  
TGF-β Fator de crescimento tumoral β  
TGF-β1 Fator de crescimento tumoral-β1  
Th1 Linfócitos T auxiliares do tipo 1 
Th2 Linfócitos T auxiliares do tipo 2  
TNF Fator de necrose tumoral  
TNF-α Fator de necrose tumoral α  
TRA Tecnologia de reprodução assistida  
Treg Células T reguladoras  
ULBPs Proteínas ligantes de UL-16  






A infertilidade é uma condição que afeta entre 8 a 12% dos casais em idade 
reprodutiva, com uma média global de 9%, e tem sido definida como a incapacidade de um 
casal em alcançar a concepção ou concluir uma gestação a termo após um ano ou mais de 
relações sexuais regulares, sem proteção contraceptiva (Ombelet et al., 2008). O 
desenvolvimento da tecnologia de reprodução assistida (TRA) tem modificado esta condição 
para muitos casais. Essa técnica foi aplicada pela primeira vez em 1978, como estratégia 
para suplantar uma oclusão completa das tubas uterinas. Desde então, as indicações para a 
TRA têm sido expandidas, incluindo outras causas de infertilidade, como: infertilidade de 
causa masculina, endometriose associada à infertilidade, infertilidade de causa imunológica 
e infertilidade sem causa aparente (Pauli et al., 2009).  
A TRA oferece atualmente diferentes procedimentos que incluem a inseminação 
intra-uterina (IIU), a fertilização in vitro (FIV) e a injeção intracitoplasmática de 
espermatozóide (ICSI). Também estão disponíveis as possibilidades de criopreservação de 
oócitos, de espermatozóides e de embriões para procedimentos futuros (Myers, 2015). Na 
década de 90, foram alcançados importantes avanços nos aspectos clínicos e laboratoriais 
com resultados de impacto, porém os procedimentos baseados na TRA permanecem com 
uma considerável taxa de insucesso intrínseco. No que se refere as gestações por FIV, 
somente 51,4% das transferências embrionárias resultam em implantação do embrião. 
Destas implantações, 33,7% resultam em perdas gestacionais pré-clínicas, 3,7% em 
gestações bioquímicas, 14,9% em abortos clínicos e 47,7% resultam em gestações em 
curso (Kwak-Kim et al., 2010). 
O sucesso dos procedimentos baseados na TRA encontra um ponto crítico no 
processo de implantação embrionária, o qual é extremamente complexo e requer, tanto a 
habilidade do embrião de se implantar no útero, quanto a receptividade adequada do 
endométrio materno. Diversas evidências mostram que, durante este processo, tanto o 
embrião quanto o endométrio estimulam adaptações no sistema imune materno para o 
estabelecimento de uma gravidez viável (Szekeres-Bartho, 2015).  
Durante uma gestação normal, o trofoblasto atua como um tecido semi-alogênico 
devido à contribuição genética parental e, nessa condição deveria ser reconhecido como 
estranho pelo sistema imune materno. No entanto, a rejeição do aloenxerto fetal é 
minimizada ou prevenida pelo perfil de expressão incomum de moléculas de antígenos 
leucocitários humano (HLA) pelas células do trofoblasto extraviloso (TE). O TE expressa 
moléculas HLA de Classe I clássicas (HLA-C) e HLA de Classe I não clássicas (HLA-E/-F/-




baixos outras moléculas de Classe I e de Classe II clássicas, como HLA-A/-B/-DR (Ishitani et 
al., 2006; Apps et al., 2009).  
Esse perfil de expressão de moléculas HLA pelas células do TE está comumente 
associada a uma implantação bem sucedida, devido a uma diminuição da citotoxidade local, 
principalmente das células natural killer (NK) e linfócitos T (Rouas-Freiss et al., 1997; Riteau 
et al., 2001). Além disso, ocorre uma modificação do perfil de citocinas, o que direciona os 
linfócitos T para um perfil Th2 (linfócitos T auxiliares do tipo 2), contribuindo para a proteção 
do embrião (Raghupathy et al., 1999). Sinais imunomoduladores circulantes são também 
liberados durante a gestação por moléculas HLA (HLA-G/E) e moléculas tipo-HLA (MICA/B 
e ULBP-2) solúveis e, por fatores associados à membrana liberados na forma de vesículas 
extracelulares (EVs). EVs que expressam na sua superfície ou transportam moléculas HLA 
não clássicas e moléculas tipo-HLA detectadas através do sangue materno, estão 
relacionadas à imunomodulação durante a gestação, promovendo a sinalização intracelular 
para a receptividade endometrial e desenvolvimento embrionário (Mincheva-Nilsson e 
Baranov, 2010; Kshirsagar et al., 2012). 
A identificação de genes HLA de Classe I não clássicos e a influência das suas 
variações alélicas e outros polimorfismos na expressão de suas proteínas, são pontos 
importantes dos processos imunomodulatórios gestacionais, seja na ocorrência de uma 
gravidez normal, patológica ou durante a implantação embrionária. No entanto, os 
mecanismos que envolvem todo este processo permanecem controversos e, 
consequentemente, estimulam novos estudos que possam esclarecer e refinar as 
informações sobre a associação entre as moléculas HLA (função, expressão e 
polimorfismos) e o sucesso reprodutivo. Além disso, as abordagens clínicas para os casos 
de falha de implantação embrionária estão focadas basicamente na qualidade dos embriões 
transferidos e no processo de indução da ovulação. Pouco foco tem sido dado aos fatores 
imunológicos relacionados aos problemas gestacionais. Mais estudos são necessários para 
desenvolver possíveis abordagens diagnósticas, visando a rede imunológica local e 
sistêmica operante na interface materno-fetal. Com base nestas evidências o objetivo do 
presente estudo é investigar a associação entre e a variabilidade genética dos genes HLA-
G, HLA-E e MICA e os níveis de moléculas HLA não clássicas (HLA-G/-E) e moléculas tipo-
HLA (MICA/B e ULBP-2) solúveis totais e carreadas por EVs no sangue periférico em casos 









2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1. Falha de implantação embrionária 
 
 Na prática clínica, a implantação embrionária é considerada como bem sucedida 
quando existe evidência de saco gestacional intrauterino, podendo ser constatado por meio 
de ultrasonografia. Dessa forma, o diagnóstico de falha de implantação resulta da não 
evidência do saco gestacional intrauterino. O fracasso da implantação pode ocorrer muito 
cedo durante o curso da gestação em especial, na fase de fixação do embrião no 
endométrio, período onde não existem evidências de uma gravidez (teste de gravidez 
negativo na urina ou sangue, gonadotrofina coriônica humana – HCG). A falha de 
implantação pode ocorrer mais tarde no curso da gravidez (entre 12 e 20 semanas), após a 
migração do embrião através da superfície luminal do endométrio. No último caso, a HCG 
produzida pelo embrião pode ser detectada no sangue ou urina, mas o processo é 
interrompido antes da formação  de um saco gestacional intrauterino (gravidez bioquímica) 
(Coughlan et al., 2014).  
 A definição de falha de implantação embrionária recorrente pode ser bem variável 
entre os diferentes estudos, mas no consenso geral, o insucesso em alcançar uma gestação 
viável após 2 a 6 ciclos de FIV/ICSI é utilizada pela maioria dos clínicos (Tan, Y. et al., 2005; 
Toth et al., 2011). A ocorrência de falha de implantação embrionária pode estar relacionada 
a muitas causas, incluindo fatores gaméticos ou embrionários (qualidade do embrião, 
qualidade do oócito, qualidade do espermatozoide e anormalidades cromossômicas 
paternas), fatores uterinos (anomalias uterinas), hidrosalpinges, fatores imunológicos e 
causas desconhecidas (Raziel et al., 2002; Strandell et al., 2005; Ban-Frangez et al., 2009; 
Ferraretti et al., 2011; Absalan et al., 2012; Koot et al., 2012). 
2.2. Imunologia da gestação 
 
A gestação constitui um fenômeno único no organismo humano no que se refere ao 
comportamento do sistema imune. Data de 1953 a hipótese proposta por Peter Medawar de 
que o embrião se comporta no organismo materno como um enxerto semi-alogênico, 
estando, portanto, vulnerável às teorias de rejeição e tolerância imunológica. No estudo, ele 
propôs mecanismos para explicar o fenômeno de tolerância que ocorre entre a mãe e o feto 
durante a gestação: separação anatômica entre a mãe e o feto, imaturidade antigênica do 
feto e inexistência de resposta imunológica por parte da mãe (Medawar, 1953). Atualmente,  
sabe-se que a combinação entre esses mecanismos é essencial para o correto 
desenvolvimento fetal durante o período gestacional. 
O componente paterno expresso pelo embrião é estranho ao sistema imune da mãe, 




ser expressa e muitos deles poderão atuar como aloantígenos, sendo alvo de 
reconhecimento imune materno, uma vez que a mãe está exposta aos antígenos fetais 
durante a gravidez. No entanto, raramente ocorre um episódio de rejeição por parte da mãe 
ao feto, pois vários mecanismos moleculares de imunossupressão local estão envolvidos na 
proteção do feto (Aagaard-Tillery et al., 2006).  
A mudança no perfil das subpopulações de leucócitos na zona endometrial é uma 
consequência da implantação embrionária. Após uma reação inflamatória inicial, causada 
pelo rompimento do epitélio do útero pelo blastocisto, o perfil endometrial é alterado 
(decídua) para um padrão de seleção de expressão de antígenos MHC específicos 
ancorados à membrana das células do TE ou nas formas solúveis, incluindo os antígenos 
HLA-G, HLA-E, MICA, MICB e ULBP-2. Esse perfil de expressão modula a resposta imune 
materna para um ambiente gestacional favorável, inibindo a citotoxicidade direta das células 
NK e linfócitos T e controla a proliferação e a atividade das células T reguladoras (Treg). A 
partir desse momento, linfócitos T e B são identificados principalmente no miométrio distal 
do feto, enquanto membros do sistema imune inato, como células NK e macrófagos, são 
identificados predominantemente na decídua (Bulmer et al., 1988; Givan et al., 1997). A 
produção das citocinas como interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento tumoral-β1 (TGF-
β1) pelas células Treg com fenótipo CD4+/CD25+, as quais são essenciais para a 
manutenção da tolerância gestacional, podem atingir 14% do número de células CD4+ na 
decídua (Sakaguchi, 2000). Hormônios imunomoduladores, como prolactina, HCG e 
progesterona são abundantes e também fazem parte desse processo, assim como as 
quimiocinas, que participam do controle do número e dos subtipos de células efetoras 
imunes na interface materno-fetal (Hunt et al., 2005). Atualmente as vesículas extracelulares 
se tornaram parte essencial nesse processo, por participarem ativamente na comunicação 
intercelular entre decídua e células imunes efetoras maternas (Burnett e Nowak, 2016).  
Dessa forma, o sistema de tolerância materno-fetal é amplo e altamente complexo, 
utilizando uma variedade de mecanismos que modulam a imunidade materna a nível local e 
sistêmico. Distúrbios no período implantacional em mecanismos dependentes da interação 
imune materno-fetal, como receptividade uterina inadequada ao estímulo alogênico ou 
deficiência na invasão do trofoblasto e/ou angiogênese, são causas frequentes de falhas de 
implantação ou perda fetal precoce (Carver et al., 2003). 
2.3. Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) 
2.3.1. Definição e Histórico 
 
O Complexo Principal de Histocompatibilidade (do Inglês Major Histocompatibility 
Complex), designado pela sigla MHC, foi descrito pela primeira vez no ano de 1936, em 




de transplantes de tecidos nestes animais. As primeiras moléculas foram descritas como 
antígenos polimórficos da superfície celular, e codificadas por um loco gênico denominado 
H-2. Os produtos destes loci constituem a principal barreira imunológica aos transplantes de 
aloenxertos. Esses antígenos foram denominados antigenos de histocompatibilidade e são 
codificados por genes de mesmo nome. Posteriormente, complexos gênicos homólogos que 
codificam produtos moleculares envolvidos na resposta imune foram descritos em várias 
espécies de mamíferos (Dunham et al., 1987). 
O MHC humano só foi descoberto na década de 50, por Dausset, Payne e Van 
Rood. Ao realizarem estudos sorológicos em pacientes transfundidos, perceberam 
diferenças antigênicas entre leucócitos de diferentes indivíduos. Desse modo, foram 
chamados de Antígenos Leucocitários Humanos ou genes HLA (do inglês Human Leukocyte 
Antigen) (Lamm e Olaisen, 1985; Bell, 1989). 
O sistema gênico HLA faz parte do Complexo Principal de Histocompatibilidade 
humano. Os genes MHC são expressos de forma co-dominante em cada indivíduo e 
constituem o sistema com o maior número de genes do genoma (Janer e Geraghty, 1998). 
Esses genes organizam-se e classificam-se em genes MHC da região de Classe I, de 
Classe II e de Classe III, de acordo com a estrutura e a função de seus produtos 
moleculares (Olaisen et al., 1983; Steinmetz e Hood, 1983; Kaufman et al., 1984). 
Atualmente, sabe-se que o papel biológico das proteínas HLA relaciona-se à sua ligação 
com uma grande variedade de peptídeos antigênicos e sua apresentação aos linfócitos T. 
As moléculas Classe I apresentam peptídeos citosólicos aos linfócitos citotóxicos CD8+, e as 
moléculas Classe II apresentam peptídeos derivados de vesículas endocíticas às células T 
auxiliares CD4+ (Zamoyska, 1998). 
2.3.2. Organização genômica e estrutura molecular do MHC 
 
Nos seres humanos, o MHC está localizado no braço curto do cromossomo 6, 
ocupando um grande segmento de DNA, estendendo-se por aproximadamente 4 Mb, 
codificando, pelo menos, 224 genes funcionais (Guillaudeux et al., 1998; The MHC 
sequencing consortium, 1999), no entanto Bahram (Bahram, 2000) descreve a dispersão de 
genes relacionados ao MHC de Classe I em outros cromossomos além do cromossomo 6 
(Figura 1). As proteínas de Classe I e de Classe II do MHC apresentam estrutura geral muito 
semelhante. Ambas são heterodímeros transmembrana, com domínios N-terminais 
extracelulares, onde situam-se a fenda de ligação ao peptídeo para apresentá-los às células 
T, uma região que atravessa a membrana e que permite sua ancoragem, e uma região 






Figura 1. Dispersão genômica dos genes MHC de Classe I e dos genes relacionados ao MHC 
de Classe I em cromossomos humanos. Nota: A representação esquemática não está em escala e 
está separada em famílias multigênicas (HLA, MIC, CD1 e ULBP). Os loci estão posicionados em 
ordem alfabética ou ordinal crescente. 
Fonte: adaptado de (Bahram, 2000). 
 
Os genes MHC de Classe I e os genes que codificam proteínas relacionadas ao 
MHC de Classe I encontram-se dispersos no genoma humano, mais precisamente nos 
cromossomos 6, 1, 7, 19 e 20, como mostrado na Figura 1. Os genes MHC de Classe I 
compreendem aqueles referenciados como MHC de Classe I clássicos (ou MHC de Classe 
Ia) que seriam HLA-A, HLA-B e HLA-C e os genes MHC de Classe I não-clássicos, 
subdivididos por alguns autores em MHC de Classe Ib (HLA-E, HLA-F e HLA-G), MHC de 
Classe Ic (MICA, MICB e HFE) e MHC de Classe Id (CD1, FcRn, ZAG) (Bahram, 2000). 
Diversas características diferenciam os genes MHC de Classe I não-clássicos dos genes 
MHC de Classe I clássicos, como seu menor número de alelos, seus diferentes mecanismos 
de regulação gênica que levam a uma distribuição restrita de expressão protéica a alguns 
tecidos específicos e a presença de muitos pseudogenes (Rammensee et al., 1995; 
Bahram, 2000; Van Den Elsen et al., 2001). 
Os genes de Classe I encontram-se próximos ao telômero do braço curto do 
cromossomo 6 e codificam a cadeia α das proteínas MHC de Classe I, associando-se não 
covalentemente a β2-microglobulina. A β2-microglobulina é codificada por um gene que está 
situado no cromossomo 15 e não faz parte do grupo de genes do MHC. A cadeia α 
apresenta três domínios globulares extracelulares (α1, α2 e α3); o domínio α3 e a proteína 
β2-microglobulina encontram-se próximos à membrana, gerando uma estrutura similar a um 
domínio de imunoglobulina (Ig). O domínio N-terminal da cadeia α, que se encontra mais 




(Figura 2A). Esses domínios ligam-se a peptídeos e os apresentam às células T citotóxicas 
com fenótipo CD8+ (Steinmetz e Hood, 1983; Stern e Wiley, 1994; Rammensee et al., 1995; 
Zamoyska, 1998). 
Os genes MHC de Classe II são denominados pelas siglas HLA-DM, HLA-DP, HLA-
DQ e HLA-DR e situam-se na região mais centromérica do MHC e codificam proteínas 
semelhantes às proteínas de Classe I, sendo heterodímeros que apresentam domínios 
semelhante aos das Ig’s, com regiões constantes próximas à membrana e dois domínios N-
terminais (α1, β1) polimórficos mais distantes da membrana. As moléculas de Classe II são 
constituídas de duas cadeias polipeptídicas ligadas de forma não-covalente: uma cadeia α 
de 32 a 34 kDa e uma cadeia β de 29 a 32 kDa, ambas codificadas por genes MHC 
polimórficos. Os segmentos N-terminais α1 e β1 das cadeias de Classe II interagem para 
formar a fenda de ligação de antígenos. Nas moléculas de Classe II dos seres humanos a 
maior parte do polimorfismo está na cadeia β (Figura 2B). Os dois domínios polimórficos 
ligam-se à peptídeos e apresentam-nos para as células T auxiliares com fenótipo CD4+ 
(Kaufman et al., 1984; Stern e Wiley, 1994; Rammensee et al., 1995; Zamoyska, 1998).  
 
 
Figura 2. Estrutura das moléculas de Classe I e de Classe II do MHC. (a) As cadeias α das 
moléculas de Classe I possuem três domínios extracelulares α1, α2 e α3, que são codificados por 
exons separados. Estes encontram-se associados de forma não covalente a uma pequena cadeia 
polipeptídica, a β2-microglobulina , que não é codificada dentro da mesma região do MHC. Enquanto 
a β2-microglobulina é invariante, a cadeia α é polimórfica. (b) Nas proteínas do MHC de Classe II, 
ambas as cadeias são polimórficas, principalmente os domínios α1 e β1. 






A região de Classe III apresenta alta densidade gênica e encontra-se entre as 
regiões MHC de Classe I e II. Nesta região localizam-se os genes que codificam 
componentes do sistema do complemento como Fator B (Bf), C2, C4A e C4B e os genes 
que codificam moléculas de citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF), linfotoxinas 
(LTA e LTB), o gene que codifica o citocromo P-450 e o gene da enzima 21-hidroxilase 
(CYP21B) que está envolvida com a síntese de esteroides, e alguns genes de proteínas de 
choque térmico (HS) (Olaisen et al., 1983; Carroll et al., 1985). A Figura 3 representa 
esquematicamente a região MHC humana. 
 
 
Figura 3. Mapa genômico da região HLA. A região HLA compreende aproximadamente 4Mb no 
cromossomo 6p21.1 até 6p21.3. As regiões de Classe II, Classe III e Classe I estão localizadas a 
partir do centrômero até o telômero do braço curto do cromossomo 6, respectivamente. 
Fonte: adaptado de (Mehra e Kuhr, 2003). 
 
2.4. Antígeno Leucocitário Humano G (HLA-G) 
2.4.1. Histórico e expressão de HLA-G 
 
O gene HLA-G foi descrito pela primeira vez por Geraghty et al em 1987 (Geraghty et 
al., 1987). Em 1990, foram reportadas as primeiras evidências de que esse gene codificava 
uma molécula presente no citotrofoblasto extraviloso, com provável papel na indução da 
tolerância materno-fetal (Ellis et al., 1990; Kovats et al., 1990). O RNA mensageiro (RNAm) 
de HLA-G pode ser detectado em uma grande variedade de tipos celulares, incluindo o 
citotrofloblasto extraviloso, a câmara anterior do olho, o timo fetal, o fígado fetal no primeiro 




mononucleares. Desde a observação inicial da expressão do HLA-G na interface materno-
fetal, vários estudos referenciam seu relevante papel na gestação (Ober e Aldrich, 1997). 
A expressão de HLA-G também tem sido observada em células tumorais, 
fundamentando a hipótese de que a expressão de algumas das isoformas de HLA-G seja 
uma das estratégias para evasão da resposta imune. O gene HLA-G e seus níveis de 
expressão também são estudados no contexto de transplantes de tecidos alogênicos 
(aloenxerto). A presença de algumas isoformas de HLA-G nos tecidos do órgão enxertado, 
tem sido associada com o risco menor de rejeição (Rebmann et al., 2014). Sob condições 
patológicas, o HLA-G é expresso durante doenças inflamatórias (inflamações musculares), 
esclerose múltipla e no curso da infecção pelo HIV (revisado por (Lemaoult et al., 2005). 
2.4.2. Estrutura e função de HLA-G 
 
O gene HLA-G está localizado telomericamente ao gene HLA-A, no braço curto do 
cromossomo 6. Sua estrutura e organização gênica é similar à organização dos genes de 
Classe I (HLA-A, HLA-B e HLA-C), sendo composta por 8 exons, 7 íntrons e uma região 3’ 
não traduzida (3’UTR). O exon 1 codifica um peptídeo sinal, o exon 2 codifica o domínio α1, 
o exon 3 codifica o domínio α2 e o exon 4 codifica o domínio α3. O exon 5 codifica a região 
transmembrana. Os exons 6, 7 e 8 codificam o domínio citoplasmático da molécula e a 
região 3’ não traduzida, respectivamente (Carosella et al., 1999). Além disso, a existência de 
um códon de término no exon 6 leva à produção de uma proteína truncada com a perda de 
19 resíduos de aminoácidos, que nas moléculas HLA clássicas são altamente conservados 
(Geraghty et al., 1987; Ober e Aldrich, 1997; Van Der Ven et al., 2000). 
O processamento alternativo se constitui numa das características únicas dos 
transcritos primários do gene HLA-G, o qual resulta em sete isoformas protéicas distintas. 
Quatro destas isoformas são ligadas à membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 e HLA-G4) e 
outras três isoformas são proteínas solúveis (HLA-G5, HLA-G6 e HLA-G7) (Ishitani e 
Geraghty, 1992; Fujii et al., 1994; Paul, Cabestre, et al., 2000).  
As isoformas ligadas à membrana diferem das isoformas solúveis na região C-
terminal. As isoformas ligadas à membrana apresentam uma região transmembrana 
(codificada pelo exon 5) e uma cauda intracitoplasmática (codificada pelos exons 6 – 8), as 
formas solúveis substituem esta estrutura por uma pequena cauda hidrofílica codificada pela 
sequência 5’ do intron 4 (HLA-G5 e G6) ou do intron 2 (HLA-G7) (Figura 4) (revisado por 
(Roussev e Coulam, 2007). Todas as isoformas de HLA-G são capazes de formas dímeros 
através de ligações dissulfídicas devido a um resíduo de cisteína na posicão 42 (Boyson et 
al., 2002) . Além disso, as moléculas de HLA-G ancoradas à membrana podem ser liberadas 




(Rebmann et al., 1999) ou via vesículas extracelulares, como exossomos (Riteau et al., 
2003; Alegre et al., 2013).  
 
 
Figura 4. Processamento alternativo e isoformas do gene HLA-G. Uma das características dos 
transcritos primários de HLA-G é o processamento alternativo, responsável pela produção de sete 
isoformas de proteínas. Quatro isoformas são ligadas à membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 e 
HLA-G4) e as outras três são proteínas solúveis devido a não transcrição da região de ancoragem à 
membrana (HLA-G5, HLA-G6 e HLA-G7). Fonte: (Donadi et al., 2011). 
 
Quanto à função, as moléculas de HLA-G atuam preferencialmente como ligantes 
dos receptores inibidores ILT2, ILT4 e KIR2DL4. O receptor de leucócitos tipo-Ig 2 (ILT2; 
LILRB1/CD85j) reconhece o domínio α3 de HLA-G e interage com moléculas de HLA-G 
associadas à β2-microglobulina, enquanto o receptor de leucócitos tipo-Ig 4 (ILT4; 
LILRB2/CD85d)  interage com moléculas de HLA-G não associadas à β2-microglobulina. Os 
receptores ILT2/4 são expressos nas subpopulações de células T, B, NK, monócitos, 
macrófagos e células dendríticas (CD), ao passo que o receptor de células NK tipo-Ig 2DL4 
(KIR2DL4) tem a sua expressão restrita à células NK. Os receptores ILT2 e ILT4 podem 
interagir com moléculas HLA de Classe I clássicas, mas têm uma maior afinidade por HLA-
G, no entanto HLA-G é o único ligante conhecido do receptor KIR2DL4 (Colonna et al., 
1997; Rajagopalan e Long, 1999; Saverino et al., 2000; Yan e Fan, 2005; Lamar et al., 




apoptose de células T CD8+ através da via Fas/FasL (Fournel et al., 2000; Contini et al., 
2003) e podem se ligar indiretamente aos receptores ativadores CD94/NKG2C e inibidores 
CD94/NKG2A (Llano et al., 1998).  
A expressão de HLA-G e a interação com seus receptores estão diretamente 
relacionadas com (1) a inibição das funções citolíticas das células NK e linfócitos T CD8+ 
(Rouas-Freiss et al., 1997; Fournel et al., 2000; Contini et al., 2003); (2) a inibição da 
resposta aloproliferativa dos linfócitos T CD4+ (Lemaoult et al., 2004; Gros et al., 2008); (3) a 
apoptose de células endoteliais (Fons et al., 2006); (4) a inibição da diferenciação dos 
linfócitos B (Horuzsko et al., 2001; Ristich et al., 2005); (5) a capacidade de induzir a 
diferenciação de células T CD4+ e CD8+ em células T reguladoras (Lemaoult et al., 2007) e 
(6) a uma mudanca no equilíbrio de citocinas Th1/Th2 para um perfil Th2 de citocinas 
(Kanai, Fujii, Kozuma, et al., 2001). 
2.4.3. Polimorfismo do gene HLA-G 
 
Os genes HLA de Classe I constituem o sistema mais polimórfico e com maior 
diversidade alélica do genoma humano. O grau e o padrão de polimorfismo observados nos 
genes da Classe I, corroboram a hipótese de que a seleção atua nestes loci, mantendo altos 
níveis de variabilidade, particularmente nas regiões relacionadas aos exons que codificam 
os domínios α1 e α2, os quais interagem diretamente com o peptídeo ligado. Assim, foi 
surpreendente perceber que o gene HLA-G (Classe I) apresentou-se com níveis mais baixos 
de variação de sequência em quase todas as populações estudadas. Uma exceção 
encontra-se em amostras da população africana, a qual mostra extensa diversidade em 
nucleotídeos e correspondentes aminoácidos, localizados principalmente no domínio α2 de 
HLA-G (revisado por (Ober e Aldrich, 1997). 
Diferenças quanto à localização e frequência dos polimorfismos do HLA-G parecem 
existir entre diferentes grupos étnicos, apesar de certas variações nucleotídicas serem 
compartilhadas por todas as populações estudadas, sugerindo uma origem comum de alelos 
do HLA-G. A grande maioria dos polimorfismos do HLA-G é sinônimo e, portanto, não 
alteram a composição de aminoácidos da proteína HLA-G (Van Der Ven et al., 2000). 
Até o momento, 51 alelos do gene HLA-G foram descritos, resultando em 16 
proteínas distintas (HLAG*01:01, *01:02, *01:03, *01:04, *01:06, *01:07, *01:08, *01:09, 
*01:10, *01:11, *01:12, *01:14, *01:15, *01:16, *01:17, *01:18 e *01:19)  e dois alelos nulos 
(HLA-G*01:05N e HLA-G*01:13N) (The International Immunogenetics Database – 
IMGT/HLA, database 3.22.0,  janeiro de 2016).  A definição da maioria dos alelos do HLA-G 
é baseada em polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) que mudam a matriz de 
leitura e consequentemente as sequências de aminoácidos da proteína. A função de HLA-G 




respeito ao repertório de ligação peptídica, à afinidade a receptores e modulação de células 
imunes efetoras.  
Estudos de associação genética relacionados a especificação alélica na região 
codificadora do HLA-G apresentam resultados crontoversos, porém algumas associações 
são interessantes. Primeiro, em 2001, um estudo de associação entre alelos de HLA-G e 
níveis de HLA-G solúvel (sHLA-G) em indivíduos saudáveis mostrou que a presença dos 
alelos HLA-G*01:01:03 e HLA-G*01:05N estava associada à baixos valores de sHLA-G, 
enquanto o alelo HLA-G*01:04:01 estaria associado com níveis elevados de sHLA-G 
circulante, evidenciando que os níveis de sHLA-G estão sob controle genético (Rebmann et 
al., 2001). Segundo, o alelo HLA-G*01:05N apresenta uma deleção na posição 130 do exon 
3, levando a uma mudanca na matriz de leitura, gerando um stop codon (TGA) na posição 
189 do exon 4 (Van Der Ven e Ober, 1994). Em consequência, a síntese do domínio α2 da 
proteína não ocorre, inibindo a tradução da molécula HLA-G ancorada à membrana (HLA-
G1), assim como sua isoforma solúvel HLA-G5. A identificação de indivíduos saudáveis 
homozigotos para o alelo HLA-G*01:05N sugere que o alelo nulo pode ser responsável pela 
expressão de outras isoformas de HLA-G (Le Discorde et al., 2005).   
Estudos têm identificado diversas variações na sequência de HLA-G envolvendo 
regiões não codificadoras do gene, como 5’URR (região 5’ reguladora a montante do 
promotor) e 3’UTR (região 3’ não traduzida). Os SNPs identificados na região promotora do 
HLA-G podem influenciar na regulação da expressão do gene, considerando que a maioria 
dessas variações está localizada dentro ou próxima das sequências pertencentes a 
elementos reguladores de transcrição. Além disso, alguns sítios polimórficos na região 
5’URR apresentam desequilíbrio de ligação (DL) com 8 sítios polimórficos identificados na 
região 3’UTR, podendo influenciar na estabilidade do RNAm gerado e nos resultados do 
processamento alternativo do gene HLA-G (revisado por (Castelli et al., 2011)).  
Na posição -725 observa-se a variação nucleotídica C/G/T. A transposição de C para 
G nessa posição forma um dinucleotídeo CpG entre as posições -726 e -725 passível de 
metilação, muito próxima de um importante elemento regulatório, podendo diminuir a 
transcrição de HLA-G em indivíduos portadores do alelo -725G (Ober et al., 2003). Outra 
variação na posição -201 foi identificada na qual uma guanina no alelo HLA-G*01:01:01 é 
trocada por uma alanina nos alelos HLA-G*01:01:02, HLA-G*01:01:03, HLA-G*01:04 e HLA-
G*01:05. Nesta região localiza-se o módulo enhancer A que liga o fator de transcrição NF-
kB2, mais especificamente no sítio kB2 (Hviid et al., 2006). 
Pelo menos 3 sítios de polimorfismo na região 3’UTR estão relacionados com a 
regulação dos níveis de expressão do HLA-G: a inserção/deleção de 14 pb localizadas na 
posição +3741 do exon 8 parece ser uma das posições mais importantes no que se refere a 




presença de uma guanina na posição +3142, a qual aumenta a afinidade de micro RNAs 
(miRNAs) por RNAm de HLA-G, dessa forma diminuindo a expressão de HLA-G (Tan et al., 
2007); a presença de uma adenina na posição +3187, modificando os motivos ricos em AU, 
diminuindo a estabilidade do RNAm (Yie et al., 2008). 
A inserção de 14 pb está relacionada com o aumento da estabilidade do transcrito e 
com mecanismos de controle pós-transcricional (processamento alternativo), por meio do 
qual 92 bases são removidas do transcrito maduro no início do exon 8, produzindo 
transcritos de HLA-G menores mais estáveis do que o transcrito completo (Rousseau et al., 
2003). O genótipo homozigoto para inserção de 14 pb (14pb ins/ 14pb ins) tem sido 
associado com níveis diminuídos de sHLA-G circulante  comparado com os outros dois 
possíveis genótipos (14pb ins/ 14pb del e 14pb del/ 14pb del) (Hviid, Rizzo, et al., 2004).  
 2.4.4. HLA-G e gestação 
 
São muitas as evidências que demonstram que a modulação da expressão das 
moléculas de HLA-G são uma condição fundamental para uma gestação bem sucedida, que 
está, em parte, associada à expressão de níveis elevados da molécula de sHLA-G e a 
modulação da secreção de citocinas para controlar a invasão das células trofoblásticas e 
para manter o estado de imunossupressão local (Vigano et al., 2003). A imunossupressão 
local afeta a secreção materna de citocinas. Níveis baixos de sHLA-G estão relacionados à 
citocinas de perfil inflamatório Th1 (linfócitos T auxiliares do tipo 1): IL2, TNF-α e IFN-γ, 
enquanto que altos níveis de sHLA-G parecem estar associados ao perfil anti-inflamatório 
Th2 (linfócitos T auxiliares do tipo 2) de citocinas: IL-4, IL-5 e IL-10 (Le Bouteiller et al., 
2003). 
A molécula de HLA-G ancorada à membrana e as suas isoformas solúveis são 
expressas tanto nas células do TE que revestem a placenta quanto nas células dendríticas 
(CD-10) que aumentam em número no primeiro trimestre gestacional (Rizzo et al., 2011; 
Amodio et al., 2013). Por todas essas razões, HLA-G é considerado uma molécula chave na 
mediação do “cross-talk” entre o TE, os leucócitos deciduais e as células do estroma, 
possibilitando a invasão do trofoblasto, a diferenciação das células deciduais, a 
remodelação vascular e a modulação da resposta imune materna (Gregori et al., 2015). A 
possibilidade de a molécula de HLA-G secretada via EVs na corrente sanguínea materna se 
tornar um instrumento adicional na mediação dessa complexa comunicação cellular ainda é 
incerta. No entanto, um estudo de 2012 demonstrou que amostras placentárias no primeiro 
trimestre gestacional e à termo secretam a isoforma HLA-G5 via exossomos (Kshirsagar et 
al., 2012).  
Os níveis de sHLA-G solúvel no sangue periférico materno pode ser considerado um 




variações nos níveis de sHLA-G durante os nove meses de gestação. No primeiro trimestre, 
os níveis de sHLA-G aumentam até atingirem seu pico máximo de expressão no terceiro 
mês (Hunt et al., 2000; Alegre et al., 2007), começando a diminuir durante o terceiro trimeste 
gestacional (Hackmon et al., 2004). Variações significativamente detectáveis nos níveis de 
sHLA-G ou mesmo valores não detectáveis de sHLA-G solúvel nas primeiras semanas de 
gestação estão relacionados com complicações gestacionais como pré-eclampsia, abortos 
espontâneos e falha de implantação embrionária (Hunt et al., 2000; Alegre et al., 2007). 
Além disso, a molécula sHLA-G demonstra ser promissora na identificação e seleção de 
embriões na TRA, cujo resultado seria o aumento na taxa de sucesso na gravidez. Em 
diversos estudos, onde os níveis de sHLA-G foram quantificados em sobrenadantes de 
embriões de FIV, foi demonstrado que a presença dessas moléculas, no meio de cultivo dos 
embriões selecionados para transferência, auxiliaria na manutenção da gestação após o 
sucesso implantacional, enquanto que sua ausência favoreceria a perda fetal (Fuzzi et al., 
2002; Sher et al., 2005; Rebmann, Switala, et al., 2007).  
Os resultados dos estudos genéticos de associação entre sítios polimórficos, 
variantes alélicas de HLA-G e complicações gestacionais são controversos.  Devido ao fato 
de a molécula HLA-G ter sido proposta como um marcador diagnóstico e prognóstico 
importante para o sucesso gestacional, o avanço no conhecimento das variações genéticas 
e dos padrões de expressão de HLA-G em suas diferentes formas de secreção no sangue 
periférico em casos de complicações gestacionais se fazem necessários.  
2.5. Antígeno Leucocitário Humano E (HLA-E) 
2.5.1. Histórico e expressão do gene HLA-E 
 
 O gene que codifica o antígeno leucocitário humano E (HLA-E) foi mapeado 
oficialmente no ano de 1987 e está localizado a aproximadamente 400 kb do loco HLA-A, 
mais próximo ao centrômero, no cromossomo 6p21.3 (Geraghty et al., 1987; Liu et al., 
2012). Em 1996 reportou-se que HLA-E, ao invés de ligar peptídeos comuns derivados de 
proteínas intracelulares, ligava-se a um conjunto restrito de peptídeos derivados de 
sequências polipeptídicas HLA de Classe I, como um pré-requisito para sua estabilização na 
superfície celular (Lee et al., 1998). Em outros estudos foi possível observar que a molécula 
HLA-E poderia formar complexos e apresentar antígenos derivados também de vírus 
(Tomasec et al., 2000), bactérias (Salerno-Goncalves et al., 2004), e proteínas de choque 
térmico (HS) (Michaelsson et al., 2002). 
 A expressão de HLA-E na superfície celular requer a disponibilidade de peptídeos 
capazes de se ligarem a essa molécula, bem como da afinidade entre a molécula de HLA-E 
e o peptídeo (Iwaszko e Bogunia-Kubik, 2011). A capacidade de peptídeos derivados de 




níveis de expressão de HLA-E, representa um método adicional de refinamento dos padrões 
de expressão das moléculas HLA de Classe I não clássicas e de regulação da função de 
células imunes efetoras (Paul, Rouas-Freiss, et al., 2000). 
Dentre os antígenos de Classe I não clássicos, HLA-E é o melhor compreendido do 
ponto de vista imunológico, expressando-se diferentemente dos outros antígenos de Classe 
I não clássicos. HLA-E é expresso na maioria dos tecidos (rins, pele, fígado, glândulas 
salivares, tireóide, estômago, endométrio, células endoteliais de todos os tipos de vasos, 
entre outros), embora em menores concentrações do que as moléculas de Classe I 
clássicas. A expressão de HLA-E entre células mesenquimais, epiteliais e hematopoiéticas 
aumenta durante um episódio inflamatório, podendo liberar antígenos HLA-E solúveis na 
circulação (sHLA-E) (Ravindranath et al., 2011).  
Originalmente reconhecido por seu papel na imunidade inata, estudos recentes são 
sugestivos de uma participação mais ampla de HLA-E, tanto na colaboração de ligação das 
células T, quanto na resposta imune em transplantes (Kraemer et al., 2014). 
2.5.2. Estrutura e função de HLA-E 
 
 O gene HLA-E codifica uma cadeia pesada de 41kDa que pode associar-se não-
covalentemente a uma cadeia polipeptídica leve de β2-microglobulina. Esse heterodímero, à 
semelhança das moléculas MHC de Classe I, liga-se e apresenta peptídeos derivados de 
proteínas próprias e não-próprias após episódios de inflamações, imunizações ou 
transplantes (Tomasec et al., 2000; Romagnani et al., 2002; Tripathi et al., 2006).  
 O gene HLA-E consiste de 8 exons. O primeiro exon codifica um peptídeo sinal, os 
exons 2, 3 e 4 codificam os domínios α1, α2 e α3 da molécula, respectivamente. O quinto 
exon codifica a região transmembrana, e os exons restantes codificam a porção intracelular 
da proteína (Iwaszko e Bogunia-Kubik, 2011). Os resíduos de aminoácidos contidos nos 
domínios α1 e α2 da cadeia pesada da molécula de HLA-E são importantes para interação e 
cristalização dos receptores NKG2. Diferentemente dos sítios de ligação de peptídeos das 
proteínas MHC de Classe I, os quais são constituídos por somente duas ou três posições de 
ancoragem, as moléculas de HLA-E contém cinco resíduos de ancoragem de peptídeos nas 
posições P2, P3, P6, P7 e P9. O aumento do número de resíduos de ancoragem impõe 
maior estringência às sequências de peptídeos capazes de se ligar às moléculas de HLA-E 
(Sullivan et al., 2008). Essa observação pode explicar a baixa afinidade da cadeia pesada 
de HLA-E pelos peptídeos resultantes de produtos protéicos codificados por HLA-B, que 
contém uma treonina no sítio de ancoragem P2 (Strong et al., 2003).  
Os peptídeos que se ligam à molécula de HLA-E são derivados dos resíduos 6 a 11 
de aminoácidos de peptídeos líderes provenientes de outras moléculas MHC de Classe I 




clivados por uma peptidase. A molécula TAP (transportador associado ao processamento de 
antígenos) é responsável por transportar peptídeos curtos do citoplasma para o retículo 
endoplasmático, fazendo com que esses possam interagir com as moléculas HLA-E recém 
sintetizadas (O'callaghan, 2000). Devido à disponibilidade de peptídeos para a formação de 
complexos com a molécula HLA-E ser dependente da expressão de outras proteínas HLA 
de Classe I e da funcionalidade da proteína TAP, a expressão de HLA-E na superfície 
celular seria um indicativo de que tanto a maquinaria de processamento de antígenos 
quanto a expressão de proteínas HLA de Classe I estariam normais e ativas (Sullivan et al., 
2008). 
O complexo peptídeo-HLA-E é um reconhecido ligante dos receptores CD94/NKG2A 
e CD94/NKG2C expressos nas células NK e em alguns subtipos de células T (Braud et al., 
1998). Esses receptores são membros da superfamília de lectinas do tipo C e consistem de 
uma subunidade invariante CD94 ligada por uma ponte dissulfídrica a um membro da família 
NKG2. A família NKG2 é composta por isoformas inibidoras (2A e 2B) e isoformas 
ativadoras (2C, 2E e 2H) (Brostjan et al., 2002). A interação da molécula de HLA-E com o 
receptor CD94/NKG2A resulta na inibição da citotoxicidade das células NK e dos linfócitos T 
citotóxicos dependentes de lise (LTC’s) (Borrego et al., 1998). 
A molécula de HLA-E complexada com peptídeo pode ainda interagir com receptores 
de células T αβ e γδ (TCR’s) expressos em células T CD8+, desencadeando, dessa forma, 
as funções convencionais dos linfócitos T citotóxicos (Li et al., 2001). Os fatos apresentados 
sugerem que as moléculas HLA-E possuem função regulatória tanto na resposta imune 
inata quanto na resposta imune adaptativa (Coupel et al., 2007).  
A Figura 5 representa esquematicamente a formação do complexo peptídeo-HLA-E e 






Figura 5. Formação do complexo peptídeo-HLA-E e sua ligação com os receptores 
CD94/NKG2. As moléculas HLA-E são formadas no retículo endoplasmático (RE) da célula. Os 
peptídeos clivados são transportados, com o auxílio das moléculas TAP, até o RE onde se ligam às 
moléculas de HLA-E. O complexo peptídeo-HLA-E é transportado do RE até a superfície celular, onde 
interage com os receptores CD94/NKG2 expressos pelas células NK ou pelos LTC.  
Fonte: (Iwaszko e Bogunia-Kubik, 2011). 
 
2.5.3. Polimorfismo do gene HLA-E 
 
 Se comparado aos genes MHC de Classe I, o loco HLA-E é o mais conservado. Esse 
gene apresenta o menor número de alelos entre os genes MHC de Classe I clássicos e não-
clássicos (Veiga-Castelli et al., 2012). Até o momento, 18 alelos do gene HLA-E foram 
descritos, resultando em 8 proteínas distintas (HLA-E*01:01, *01:03, *01:04, *01:05, *01:06, 
*01:07 e *01:09) e um alelo nulo (HLA-G*01:09N) (The International Immunogenetics 
Database – IMGT/HLA, database 3.22.0,  janeiro de 2016).   
 Somente dois grupos alélicos distintos (HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03) têm sido 
descritos com maior frequência nas diversas populações humanas; os demais grupos 
alélicos são de ocorrência bem mais rara, sendo de frequências nulas na maioria das 
populações estudadas. A existência do grupo alélico HLA-E*01:04, por exemplo, é 
controversa. Muitos autores sugerem que esse grupo alélico seria, de fato, uma 
consequência de artefatos de sequenciamento, devido ao fato dessa variante alélica não ter 
sido descrita em nenhuma outra população estudada, incluindo estudos brasileiros (Veiga-
Castelli et al., 2012).  
Os grupos alélicos HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03 codificam produtos que diferem em 
apenas um aminoácido - HLA-ER (E*01:01) e HLA-EG (E*01:03) - devido a presença de uma 




(Geraghty, Pei, et al., 1992). Os alelos HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03 são encontrados com 
uma frequência similar nas diferentes populações, em torno de 50%, indicando que uma 
seleção balanceadora poderia estar atuando nesse loco, implicando em uma possível 
diferença funcional entre eles (Ishitani et al., 2006).  
De um estudo realizado em 2003, pode-se concluir que a expressão na superfície 
celular da proteína -EG é maior do que a expressão da proteína -ER (Strong et al., 2003). 
Evidências preliminares foram sugestivas de que essa expressão diferencial atribuída aos 
alelos HLA-ER (E*01:01) e HLA-EG (E*01:03) poderiam alterar a habilidade das moléculas de 
HLA-E de proteger as células contra a citotoxicidade das células NK. No entanto, não foram 
observadas diferenças na estrutura entre HLA-ER e HLA-EG que pudessem afetar direta ou 
indiretamente a interação com o receptor CD94/NKG2. A possibilidade de que os TCR’s 
reconheçam as moléculas HLA-E diretamente, aumentam os indícios de que a diferença na 
posição 107 da proteína possa afetar a interação com outros receptores além de 
CD94/NKG2. Portanto, essa variação alélica poderia resultar em dois efeitos na interação 
com seus ligantes. O primeiro determinaria diferenças quantitativas no número de 
complexos peptídeo-HLA-E que poderiam ser formados a qualquer momento na superfície 
celular, e o segundo estaria relacionado à distinção qualitativa das moléculas quanto à sua 
afinidade de interação com os receptores (Strong et al., 2003). 
 As regiões homólogas ao gene HLA-E em outros primatas também mostram uma 
menor variação alélica, apresentando a maioria das suas diferenças em regiões não 
codificadoras. Além disso, regiões homólogas da proteína HLA-E de murinos são capazes 
de ligarem-se a peptídeos derivados de produtos MHC de Classe I humanos, enquanto  
regiões homólogas de HLA-E de humanos são capazes de ligarem-se a peptídeos derivados 
de murinos. A conservação evolucionária das estruturas proteicas, do seu modo de ligação 
aos peptídeos e da sua funcionalidade refletem a importância do papel dessas moléculas no 
sistema imune (Sullivan et al., 2008; Veiga-Castelli et al., 2015).  
2.5.4. HLA-E  e gestação 
 
 As células NK uterinas (uNK), caracterizadas fenotipicamente como CD56bright, CD16- 
e CD3- , compõe a população celular dominante na decídua materna, compreendendo 
aproximadamente 70% da população leucocitária total na mucosa uterina (King et al., 1998; 
Chantakru et al., 2002; Trundley e Moffett, 2004), enquanto mais de 90% das células NK do 
sangue periférico apresentam níveis relativamente baixos de CD56 e são positivas para 
CD16 (CD56dim CD16+) (Ishitani et al., 2006). O subtipo celular CD56bright expressa altos 
níveis do receptor CD94/NKG2 e demonstra possuir baixos níveis de citotoxicidade, se 
comparadas ao subtipo CD56dim, as quais apresentam altos níveis de citotoxicidade 




número no sítio implantacional, local onde o citotrofoblasto extraviloso invade durante a 
placentação (Ashkar et al., 2003). 
A célula mais abundante na decídua materno-fetal, CD56bright, secreta várias 
citocinas, mesmo quando ativadas sem uma resposta citotóxica concomitante. Entre as 
citocinas induzidas pelas células CD56bright estão proteínas inflamatórias de macrófago-1α 
(MIP-1α), fator estimulador de colônia granulócitos-macrófagos (GM-CSF) (Trundley e 
Moffett, 2004), fator de necrose tumoral α (TNF-α), fator inibidor de leucemia (LIF), interferon 
γ (IFN-γ) (Saito et al., 1993) e fator de crescimento tumoral β (TGF-β) (Higuma-Myojo et al., 
2005), as quais estão envolvidas no processo inflamatório de vascularização. 
Consequentemente, mecanismos tanto de inibição da citotoxicidade das células NK quanto 
de ativação da citotoxicidade das células NK são de extrema importância para a 
manutenção gestacional. Um mecanismo óbvio para esse reconhecimento é a interação 
entre as células que expressam altos níveis de receptores CD94/NKG2 e o complexo HLA-
E/HLA-G-peptídeo ou HLA-E/HLA-I-peptídeo no citotrofoblasto extraviloso. Esses 
complexos, principalmente HLA-E/HLA-G-peptídeo, atuam inibindo a citotoxidade das 
células NK através da interação com receptores CD94/NKG2A, e ativando a citotoxicidade 
das células NK através da interação com receptores CD94/NKG2C (Ishitani et al., 2006). 
 A manutenção de dois alelos do gene HLA-E com similar frequência entre as 
populações poderia atuar regulando as funções das células NK, o reconhecimento imune 
mediado por patógeno ou ambos. Uma relativa diferença na afinidade de ligação derivada 
da alteração na habilidade das moléculas HLA-ER (E*01:01) e HLA-EG (E*01:03) em 
promover o dobramento de peptídeos derivados de nonâmeros de HLA-G foi observada, 
sugerindo uma diferença nos níveis de expressão na superfície celular entre essas duas 
moléculas na placenta (Strong et al., 2003; Djurisic e Hviid, 2014). Essa diferença de 
expressão pode ter consequências nos efeitos inibitórios de HLA-E em células NK e 
linfócitos T. Uma vez que, os níveis relativos de expressão do complexo HLA-E/HLA-G-
peptídeo (nonâmero) na superfície celular pode exercer uma influência direta, tanto na 
estimulação quanto na inibição da citotoxicidade das células NK via CD94/NKG2, é plausível 
que o papel imunomodulador de HLA-E na área de interação placentária seja o de estimular 
a secreção de citocinas apropriadas para um ambiente imunológico estável para a gestação 
(Strong et al., 2003). Pelo fato de a expressão de HLA-E ser considerada importante no 
contexto da gestação, a investigação da associação entre os  níveis de expressão de HLA-E 
e de polimorfismos de HLA-E em casos de insucesso gestacional, como falha de 





2.6. Genes relacionados ao MHC de classe I - (MIC) 
2.6.1. Histórico e expressão dos genes MIC 
 
Em 1994, um novo conjunto de loci relacionados aos genes MHC de classe I 
chamados MHC class I chain-related genes (MIC) ou Perth beta block transcript 11 
(PERB11) foi identificado independentemente por Bahram e colaboradores (Bahram et al., 
1994) e por Leelayuwat e colaboradores (Leelayuwat et al., 1994), respectivamente. A 
nomenclatura deste loco foi padronizada atualmente como MIC (Stephens, 2001).  
A família gênica MIC, no momento de sua descoberta, atendia a pelo menos cinco 
critérios para sua inserção no grupo dos genes pertencentes ao MHC de Classe I não 
clássicos como, por exemplo, as dissimilaridades nas sequências, a distribuição tecido 
específica, a presença de pseudogenes, o diminuído número de alelos e as diferenças 
funcionais, se comparados aos genes MHC de Classe I clássicos. No entanto, anos mais 
tarde, um membro da família MIC, MICA, se mostrou como sendo o gene pertencente ao 
MHC de Classe I não clássico com maior divergência alélica (Choy e Phipps, 2010).  
Estudos de mapeamento gênico identificaram, até o momento, sete genes MIC 
(MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF, MICG), dos quais apenas os loci MICA e MICB 
expressam transcritos funcionais. Os demais loci (MICC - MICG) não codificam nenhum 
transcrito detectável e são, de fato, pseudogenes, devido a muitas mutações de ponto e 
uma grande quantidade de deleções nessas regiões (Ando et al., 1997; Collins et al., 2002). 
Em condições fisiológicas, o RNAm do gene MICA pode ser encontrado em diversas 
células e tecidos, principalmente no epitélio gastrointestinal, células endoteliais e 
fibroblastos (Stephens, 2001). No entanto, esse padrão de expressão é alterado sob 
condições de estresse celular, casos em que os transcritos do gene MICA são observados 
na maioria dos órgaos, com exceção do cérebro (Schrambach et al., 2007). A transcrição do 
gene MICA parece ser induzida após choque térmico devido ao fato desse gene possuir em 
seu promotor elementos similares aos do gene Hsp70 (proteínas de choque térmico – 70 
kDa) (Bahram et al., 1996). O aumento no nível de transcrição do gene MICA também é 
induzido por danos ao DNA, infecções virais e inflamação, levando essas moléculas à 
condição de sinalizadoras de estresse celular (Groh et al., 2001; Gasser et al., 2005; Tang et 
al., 2008). 
2.6.2. Estrutura e função de MIC 
 
Os genes MICA e MICB estão localizados, aproximadamente a 46,4 kb e 141,2 kb, 
centromericamente ao gene HLA-B, respectivamente. Os loci MICC, MICD e MICE 




pelos genes HLA-G e HLA-F. O gene MICF foi identificado a 24 kb em direção ao 
centrômero de HLA-G (Figura 6) (Bahram, 2000).  
 
Figura 6. Esquema representativo da localização dos genes MIC na região de Classe I do MHC 
humano. Fonte: (Bahram, 2000). 
 
Os genes MIC codificam glicoproteínas com estrutura similar às moléculas MHC de 
Classe I clássicas, porém apresentam algumas diferenças significantes: a sua estrutura não 
está associada à molécula β2-microglobulina, apresentam um padrão diferenciado de 
polimorfismo, são independentes de TAP e não possuem uma região de ligação com 
peptídeo (Birch et al., 2008). Alguns resíduos de aminoácidos conhecidos por interagir com 
pequenos peptídeos, típicos das moléculas MHC de Classe I, são preservados na molécula 
MICA, sugerindo que essa molécula poderia ter a capacidade de se associar a esse tipo de 
ligante, porém a angulação de sua fenda é imprópria para a ligação de peptídeos, uma vez 
que forma um ângulo de quase 90º com a membrana (Bahram et al., 1994). 
A estrutura dos produtos de MIC é similar a estrutura dos produtos das moléculas 
MHC de Classe I clássicas, incluindo três domínios externos (α1, α2 e α3), um domínio 
transmembrana e um domínio citoplasmático. O alinhamento entre as sequências de 
aminoácidos das moléculas MHC de Classe I clássicas e moléculas MIC mostram 15% e 
21% de homologia nos domínios α1 e α2, respectivamente, e 32% a 36% de homologia no 
domínio α3 (Bahram et al., 1994; Collins et al., 2002).  
Os genes MICA e MICB possuem seis exons, diferentemente das moléculas MHC de 
Classe I que possuem oito exons. O primeiro exon de MICA e o primeiro exon de MICB 




de domínios externos α-1, α-2 e α-3, respectivamente, semelhante às moléculas MHC de 
Classe I. O quinto exon codifica o segmento transmembrana da molécula. A cauda 
citoplasmática e as sequências 3’UTR estão fusionadas no último exon (Bahram et al., 1994; 
Ando et al., 1997).  
O gene MICA possui uma única ORF (matriz de leitura aberta) de 1149 pb que se 
estende de um provável códon de iniciação (AUG) na posição +40 até um códon de término 
localizado na posição +1189. Essa sequência codifica um polipeptídeo ancorado à 
membrana de 383 aminoácidos com uma massa molecular de 43 kDa. O produto 
transcricional do loco MICB possui 2376 pb que codifica um polipeptídeo também de 43 
kDa, possuindo 83% de similaridade de aminoácidos se comparado às moléculas de MICA 
(Bahram et al., 1994; Collins et al., 2002). 
Um estudo realizado por Bauer e colaboradores, em 1999, demonstrou que as 
moléculas MICA atuam como ligantes de células NK, de células T γδ e de células T CD8+ 
αβ, as quais expressam um receptor ativador de células NK em comum, o NKG2D (Bauer et 
al., 1999). O receptor NKG2D reconhece a proteína MICA humana através da cooperação 
com uma proteína transmembrana adaptadora de sinal, proteína de ativação – DNAX (DAP) 
(Wu et al., 1999). Essa resposta pode ser importante na eliminação de uma variedade de 
células sob estresse como ocorre em infecções virais, em processos autoimunes e também 
em casos de tumorigênese, locais onde os genes MICA são geralmente expressos (Marin et 
al., 2004; Choy e Phipps, 2010).  
Várias outras moléculas com expressão celular induzida por estresse, como a família 
de proteínas ligantes de UL-16 (ULBPs, glicoproteína de citomegalovírus), também são 
ligantes do receptor NKG2D (Radaev et al., 2001). As moléculas ULBPs possuem 25% de 
similaridade de sequência com as moléculas MICA, sugerindo que o receptor ativador 
NKG2D possua a habilidade de ligar diversas moléculas do tipo MHC de Classe I (Birch et 
al., 2008). 
2.6.3. Polimorfismo do gene MICA 
 
Conforme os genes MHC Classe I clássicos, o loco MICA possui uma grande 
variedade alélica. Esse gene apresenta o maior número de alelos entre os genes MHC de 
Classe I não-clássicos (Ji et al., 2015). Até o momento, 103 alelos do gene MICA foram 
descritos, resultando em 83 proteínas distintas e 2 alelos nulos (The International 
Immunogenetics Database – IMGT/HLA, database 3.22.0,  janeiro de 2016). As variações 
nucleotídicas de MICA são principalmente encontradas nos exons 2, 3 e 4, correspondentes 
aos domínios extracelulares da molécula (α-1, α-2 e α-3) (Ji et al., 2015). Em contraste às 
moléculas MHC de Classe I clássicas, a maioria dos resíduos polimórficos do gene MICA se 




as quais se encontram distribuídas principalmente nas extremidades dos domínios α-1, α-2 e 
α-3 (Marin et al., 2004). O fato de a maioria dos resíduos polimórficos conservados entre as 
espécies se encontrarem em regiões gênicas que correspondem à porção inferior dos 
domínios α-1 e α-2 da molécula, sítio que é normalmente associado à porção β2-
microglobulina em moléculas MHC de Classe I clássicas, é possível hipotetizar que esse 
seja o local de ligação do receptor NKG2D nas moléculas MICA (Li et al., 1999; Choy e 
Phipps, 2010). 
Um dos pontos polimórficos mais estudados na sequência gênica MICA encontra-se 
no exon 5, o qual codifica a região transmembrana da proteína. Essa região apresenta um 
número variável de repetições de trincas de nucleotídeos (GCT), as quais codificam 4, 5, 6, 
7, 8, 9 ou 10 resíduos de alanina, correspondendo aos alelos A4, A5, A6, A7, A8, A9 e A10, 
respectivamente (Bolognesi et al., 2001; Rueda et al., 2002; Marin et al., 2004; 
Gambelunghe et al., 2006). Além disso, uma variante do alelo A5 (A5.1) apresenta uma 
inserção de nucleotídeo (GCT > GGCT), levando a uma mudança na matriz de leitura que 
resulta em um códon de parada prematuro no domínio transmembrana da molécula. Essa 
variante alélica (A5.1) codifica uma glicoproteína truncada de aproximadamente 35-40 kDa 
que perde sua porção intracitoplasmática (Mizuki et al., 1997) e que aparentemente não 
consegue alcançar a superfície celular não sendo, portanto, uma molécula secretada 
(Bahram, 2000). 
Vários estudos populacionais, que têm permitido uma avaliação do padrão de 
distribuição dos alelos de MICA, demonstram o alelo MICA*008 como sendo o mais 
frequente, e este parece ser um fenômeno mundial (Bahram, 2000). Embora o significado 
funcional da diversidade do gene MICA seja ainda controverso (Campillo et al., 2015), certas 
mudanças nas sequências de aminoácidos das proteínas de MICA poderiam influenciar na 
afinidade de ligação com o seu receptor cognato NKG2D (Steinle et al., 2001). 
Polimorfismos do gene MICA tem sido associados à uma variedade de doenças, como 
doenças inflamatórias e autoimunes (Mizuki et al., 2007; Lopez-Hernandez et al., 2010), 
doenças infecciosas (Garcia et al., 2011), tumores (Vallian et al., 2012), doenca do enxerto 
contra o hospedeiro (Boukouaci et al., 2009) e abortos espontâneos recorrentes (Hizem et 
al., 2014).   
2.6.4. MIC e gestação 
 
A expressão de receptores NKG2D induzida por estresse em células autólogas ou 
alogênicas e a sua ligação com moléculas MIC desencadeia funções imunes efetoras como 
a citotoxicidade das células NK e a produção de citocinas (Jinushi et al., 2003; Andre et al., 
2004; Lanier, 2005), ambos mecanismos relevantes para o processo de implantação 




2007). Mecanismos estimuladores, bem como mecanismos inibidores do sistema imune tem 
sido relacionados com a ligação das moléculas MIC pelo receptor NKG2D. De fato, a 
liberação da forma solúvel de moléculas MIC (sMIC) a partir de células de certos tipos de 
tumores no soro de pacientes podem induzir a internalização do receptor estimulador 
NKG2D em células efetoras NK e linfócitos T. As moléculas sMIC atuam como competidores 
inibidores das moléculas MIC ancoradas à membrana da célula, prejudicando as respostas 
imunes inatas e adaptativas e funcionando como um mecanismo de escape tumoral, 
favorecendo o seu crescimento (Groh et al., 2002; Coudert et al., 2005; Hayakawa e Smyth, 
2006).  
No contexto da gestação, a expressão de moléculas MIC na superfície de células do 
sinsiciotrofoblasto expõe a unidade fetoplacentária ao ataque citotóxico materno, porém, em 
analogia ao mecanismo de evasão imunológica de tumores, as moléculas sMIC expressas 
no soro de mulheres gestantes são capazes de diminuir a expressão de NKG2D na 
superfície de células mononucleares do sangue periférico (PBMC), diminuindo a sua 
citotoxicidade (Mincheva-Nilsson et al., 2006). A diminuição de receptores NKG2D em 
decorrência de sua internalização após ligação com moléculas sMIC no soro de gestantes, 
tem sido sugerido como um mecanismo de escape, podendo inibir a resposta do sistema 
imune materno durante a gestação (Mincheva-Nilsson, 2006).  
Uma terceira forma de expressão de moléculas MICA e MICB se dá por meio de 
vesículas extracelulares. A expressão de moléculas MIC foi demonstrada tanto na superfície 
apical quanto interna de corpos multivesiculares (MVB; do inglês: multivesicular bodys) 
(Mincheva-Nilsson et al., 2006). No entanto, os mecanismos que regulam a expressão, a 
distribuição e a internalização de proteinas em vesículas extracelulares ainda não foram 
esclarecidos. Mecanismos pós-transcricionais tem sido sugeridos como reguladores dos 
níveis das moléculas ligantes de NKG2D na superfície celular, conservando-as em 
compartimentos intracelulares, particularmente em MVBs (Eagle et al., 2009). De fato, foi 
demonstrado que as moléculas MICB possuem um tempo de meia-vida muito curto na 
membrana plasmática, mas são acumulados em compartimentos endossomais tardios 
(Aguera-Gonzalez et al., 2009).  Desse modo, pode-se sugerir a liberação de vesículas 
extracelulares contendo moléculas MIC da interface materno-fetal para o sangue materno. 
A estratégia da liberação de moléculas ligantes do receptor NKG2D, como MICA/B e 
ULBPs, carreadas por vesículas extracelulares do tipo exossomos provenientes da interface 
materno-fetal poderia ser um segundo, e não menos importante, mecanismo de diminuição 
do receptor NKG2D (Mincheva-Nilsson e Baranov, 2010). Esse mecanismo seria também 
um contraste com a expressão de moléculas ligantes de NKG2D ancoradas a membrana, 
que fariam do sinciciotrofoblasto um alvo para o ataque de linfócitos maternos, assim como 




Os mecanismos de tolerância imunológica descritos estão todos relacionados a uma 
gravidez normal. Fica em aberto e necessita ser elucidada a questão de como se 
estabeleceriam os níveis de expressão de moléculas sMIC e de moléculas MIC carreadas 
por vesículas extracelulares em casos de complicações gestacionais, como a falha de 
implantação embrionária se comparados a controles férteis.  
2.7. Proteínas ligantes de UL-16 (ULBPs) 
 
Uma segunda família de ligantes do receptor NKG2D são as ULBPs (proteínas 
ligantes de UL-16), moléculas mencionadas anteriormente. As moléculas ULBP são 
identificadas pela habilidade, de algumas delas, se ligarem a proteínas UL-16, codificadas 
pelo citomegalovírus (CMV) humano. Essa família de moléculas é composta por cinco 
glicoproteínas (ULBP-1,2,3,4,5) e, à semelhança das moléculas MIC, são relacionadas ao 
MHC de Classe I, não apresentam peptídeos e não dependem da ligação com o domínio β2-
microglobulina para sua expressão na superfície celular (Cosman et al., 2001). Em células 
tumorais, danos ao DNA induzem a expressão de MIC e ULBPs. No entanto, em contraste 
às moléculas MIC, numerosas formas de estresse celular, incluindo choque térmico, 
falharam na indução da expressão de moléculas ULBPs, sugestivo da atuação de 
mecanismos transcricionais distintos para MIC e ULBP (Gasser et al., 2005). Em algumas 
linhagens de células tumorais, as moléculas ULBP-1, ULBP-2 e ULBP-3 podem ser clivadas 
em uma forma solúvel, capaz de diminuir a expressão do receptor NKG2D, promovendo o 
escape da resposta imune pelas células tumorais (Song et al., 2006). Os níveis da isoforma 
solúvel de ULBP-2 (sULBP-2) no sangue periférico estão associados com um mau 
prognóstico em melanomas (Paschen et al., 2009), leucemia linfocítica crônica (Nuckel et 
al., 2010) e câncer de pulmão (Yamaguchi et al., 2012). Essas evidências sugerem um 
papel de imunotolerância para essas moléculas (Hedlund et al., 2009), fato que as torna 
relevantes para o processo de implantação embrionária e desenvolvimento gestacional. 
Na prática, foi demonstrado que todas as 5 isoformas da proteína ULBP são 
constitutivamente transcritas e estocadas intracelularmente em vesículas extracelulares do 
tipo exossomos, no compartimento multivesicular endossomal tardio do sinciciotrofoblasto 
humano. Foi demonstrado também que as vesículas extracelulares que expressam ULBPs 
são capazes de diminuir a expressão do receptor NKG2D em linfócitos de sangue periférico 
(Hedlund et al., 2009). Esses resultados sugerem que, a secreção pelas células do 
sinciciotrofoblasto de moléculas ULBPs via vesículas extracelulares, seria um novo 
mecanismo tanto de estocagem de ligantes de NKG2D quanto da geração de ULBPs 
solúveis (Hedlund et al., 2009). Mais estudos são necessários, visando investigar possíveis 




materno-fetal e seu valor como marcador prognóstico em pacientes com falhas 
implantacionais. 
2.8. Vesículas extracelulares  
 
Vesículas extracelulares, simbolizadas pela sigla EVs (do inglês: extracellular 
vesicles), são secretadas por todos os tipos de células procarióticas (Kim et al., 2015) e 
eucarióticas (Mantel e Marti, 2014; Cocucci e Meldolesi, 2015) estudadas até o momento. 
Diferentes termos tem sido utilizados para classificar subtipos distintos de EVs: (i) 
exossomos: vesículas que apresentam de 30 a 160 nm de diâmetro e são derivadas de 
corpos multivesiculares intracelulares, (ii) microvesículas: apresentam de 0,1 a 2 µm e são 
vesículas liberadas diretamente da membrana celular e (iii) corpos apoptóticos: apresentam 
um diâmetro bem variável, de 100 a 600 nm, e são derivadas de pequenas vesículas de 
membrana produzidas a partir de células em processo de morte celular por apoptose 
(Redman e Sargent, 2008; Ludwig e Giebel, 2012; Salomon et al., 2014). Devido à 
sobreposição de tamanhos entre os diferentes subtipos de vesículas, as suspensões de 
vesículas extracelulares tendem a ser heterogêneas, sendo difícil a distinção entre os 
diferentes subtipos de EVs (Lotvall et al., 2014). 
Vesículas extracelulares são atualmente reconhecidas como um eficiente mecanismo 
de comunicação intercelular. Elas são carreadoras de proteínas, lipídeos, DNA, uma 
variedade de RNAs e microRNAs de suas células de origem para células alvo (Machtinger et 
al., 2015). As proteínas normalmente expressas em EVs podem incluir tetraspaninas (CD9, 
CD81, CD63, CD82), proteínas de choque térmico (Hsp70, Hsp90), moléculas de adesão 
(ICAM-I), proteínas do citoesqueleto (tubulinas e actinas) e membros do complexo 
endossomal ESCRT (do inglês: endosomal sorting complexes required for transport) como 
TSG101, entre muitas outras (revisado por (Lin et al., 2015)). É importante salientar que, 
apesar das vesículas extracelulares conterem muitos componentes em comum, o seu 
tamanho, a sua forma e o seu conteúdo são representativos do estado e da composição das 
suas células originárias e, é bem provável que essas características tenham papel essencial 
na função dessas vesículas. 
A composição proteica das vesículas extracelulares pode influenciar na sua interação 
com células alvo de diferentes maneiras. Moléculas ancoradas à membrana de EVs podem 
promover a interação com outras células (i) através da adesão com lipídeos ou ligantes na 
superfície da célula alvo, (ii) através da internalização da vesícula na célula alvo, (iii) através 
da fusão da membrana de EVs com a membrana plasmática da célula alvo ou (iv) através 
da mudança no fenótipo da célula alvo pela transferência de receptores ativos para sua 




O interesse em se estudar EVs foi influenciado pela descrição da sua secreção por 
células apresentadoras de antígeno, evidenciando seu papel na resposta imune (Raposo et 
al., 1996). EVs podem atuar como vesículas imunoativadoras, carreando antígenos que 
estimulam diretamente as células T, transferindo antígenos para as células dendríticas para 
estimulação indireta de células, ou funcionando independentemente de antígenos, expondo 
as células a fatores estimuladores como HSP70 ou ligantes de NKG2D. Em contraste, elas 
podem funcionar como vesículas imunoinibidoras, causando a apoptose ou inibindo a 
atividade citotóxica de células NK e linfócitos T ou inibindo a maturação de células 
dendríticas (revisado por (Thery et al., 2009)). Além de mediar a troca de informações por 
meio de moléculas de superfície, EVs tem-se mostrado carreadoras de mediadores solúveis 
importantes, como citocinas, ainda que a associação entre citocinas e EVs seja ainda mal 
compreendida (Yanez-Mo et al., 2015). 
Os exossomos representam o subtipo de vesícula extracelular secretada mais 
estudado atualmente. Desde sua descoberta, há 25 anos, os grupos de Philip Stahl, nos 
Estados Unidos, e de Rose Johnstone, no Canadá, demonstraram, em um experimento de 
microscopia ótica que, em reticulócitos em maturação, os endossomos tardios 
multivesiculares poderiam se fusionar com a membrana da célula e liberar seu conteúdo 
através de exocitose, secretando numerosas vesículas pequenas (Pan et al., 1985; 
Johnstone et al., 1987). Mais de uma década depois, exossomos foram isolados de linfócitos 
B e foi demonstrado que exibiam características de células apresentadoras de antígenos, 
resultando na indução de resposta imune através de linfócitos T (Raposo et al., 1996). 
Desde então, têm-se demonstrado a secreção de exossomos em uma grande variedade de 
células, incluindo as células T, os mastócitos, as células dendríticas, as células tumorais, as 
células mesenquimais, as células do sincíciotrofoblasto, os hepatócitos e têm-se 
demonstrado a existência de exossomos, in vivo, em vários fluidos biológicos como urina, 
soro, plasma, fluido epididimal, líquido amniótico, lavado bronco alveolar, leite materno entre 
outros (revisado por (Yanez-Mo et al., 2015). 
Exossomos são pequenas vesículas com diâmetro de 30 a 160 nm, limitados por 
uma bicamada lipídica e com densidade entre 1,13 e 1,19 g/mL, dependendo do tipo celular 
em que foi produzido (Ludwig e Giebel, 2012). O mecanismo pelo qual os exossomos são 
formados está relacionado à invaginação da membrana limitante endossômica, de tal forma 
que o conteúdo acumulado no seu interior corresponda ao conteúdo citoplasmático, sendo 
essas vesículas chamadas de multivesículas endossômicas (MVE). No momento em que 
ocorre a fusão entre as MVEs e a membrana plasmática da célula, as microvesículas 
internas das MVEs são liberadas como exossomos, os quais podem se mover para tecidos 




podem se fusionar com lisossomos, os quais degradam o seu conteúdo interno (Thery, 
2011) (Figura 7).  
 
Figura 7. Formação e composição de vesículas extracelulares.  As EVs são formadas pela 
invaginação de endossomos. No momento que estes endossomos, agora multivesiculares, se 
fusionam com a membrana plasmática da célula, as vesículas são secretadas, podendo carrear 
informação para células efetoras. As EVs podem se comunicar com as células alvo por diversas vias, 
como a via endocítica ou a fusão com a membrana da célula alvo, secretando o conteúdo 
diretamente dentro do citoplasma. Fonte: (Zoller, 2009). 
 
As vantagens do transporte de proteínas e de moléculas de sinalização celular 
através de exossomos são muitas, como, por exemplo, a preservação da estrutura 
tridimensional e da atividade biológica das proteínas transportadas, a independência do 




menor mobilidade, a alta concentração de moléculas carreadas, a independência da síntese 
de proteínas de novo e o efeito biológico à distância (Mincheva-Nilsson e Baranov, 2014). 
Além do conjunto definido de proteínas que são expressas normalmente pelas 
vesículas extracelulares, mencionadas anteriormente, os exossomos apresentam moléculas 
que são específicas do tipo celular do qual o exossomo foi secretado como, por exemplo, 
receptor de linfócitos B em exossomos derivados de linfócitos B, CD11c (marcador 
específico de células dendríticas) em exossomos derivados de células dendríticas e 
moléculas envolvidas na apresentação de antígenos (moléculas MHC de Classe I e II, CD1) 
em exossomos derivados de células apresentadoras de antígenos (Chaput e Thery, 2011). 
Além disso, em 2007, um estudo de Valadi e colaboradores relatou a presença de RNAm’s e 
microRNA’s em exossomos derivados de mastócitos. O mesmo estudo demonstrou que 
alguns RNAm’s presentes nesses exossomos puderam ser traduzidos em células alvo, 
sugerindo a transferência de informação genética por essas vesículas. Curiosamente, nem 
todos os RNAm’s presentes na célula foram encontrados nos exossomos, havendo uma 
aparente especificidade por algumas sequências de RNAm’s dentro das vesículas 
secretadas (Valadi et al., 2007). 
Em relação às respostas imunes mediadas por exossomos, evidências sugerem que 
exossomos carreadores de complexos peptídeo-MHC podem ligar-se diretamente aos 
receptores de células T, estimulando células TCD4+ e TCD8+. Por outro lado, alguns 
exossomos secretados de células tumorais apresentam moléculas imunossupressoras, as 
quais podem diminuir a proliferação de linfócitos TCD4+ e TCD8+, diminuir a proliferação de 
células NK e promover a diferenciação de linfócitos T reguladores (Bobrie et al., 2011).  
2.8.1. Vesículas extracelulares e gestação 
 
 O papel das vesículas extracelulares e a sua relação com complicações gestacionais 
tem sido investigados por diversos grupos de pesquisa. Estudos tem demonstrado que tanto 
a composição fenotípica, quanto o número de EVs circulantes estão alterados no sangue 
periférico de mulheres que apresentam problemas gestacionais, como pré-eclampsia e 
aborto espontâneo recorrente se comparados à controles férteis (Redman e Sargent, 2000; 
Carp et al., 2004; Goswami et al., 2006).  
 No que se refere a uma gestação de curso normal, EVs derivadas de tecidos 
placentários são um componente comum no sangue periférico materno. Quatro tipos de 
vesículas são liberadas pelos tecidos reprodutivos, incluindo exossomos, microvesículas, 
corpos apoptóticos e vesículas derivadas do sinsiciotrofoblasto (revisado por (Redman et al., 
2012; Tannetta et al., 2014).  
 Várias são as evidências de que EVs secretadas pelas células do sinciciotrofoblasto 




específicos, tanto localmente quanto em nível sistêmico (Oreshkova et al., 2012; Arck e 
Hecher, 2013). Muitas funções imunomoduladoras têm sido propostas para EVs derivados 
de tecidos reprodutivos, como a diminuição da proliferação e citotoxicidade de linfócitos T e 
diminuição da citotoxicidade de células NK pela supressão da expressão do receptor 
NKG2D (Hedlund et al., 2009; Thery et al., 2009). Outro mecanismo de imunomodulação 
estaria associado à expressão de moléculas Fas-ligante (FasL) por EVs derivadas do 
sinciciotrofoblasto, as quais são conhecidas por induzir a apoptose de linfócitos T ativados 
(Kim et al., 2005). Dessa forma, se tornam evidentes os mecanismos envolvidos no controle 
da resposta imune por EVs na interface materno-fetal (Mincheva-Nilsson e Baranov, 2014). 
Os mecanismos imunomoduladores mediados por EVs durante a gestação parecem estar 
relacionados com a liberação de moléculas MIC e ULBP solúveis (Mincheva-Nilsson e 
Baranov, 2010) e, ainda, através da expressão de moléculas MHC de Classe I, como HLA-
G, em EVs derivadas do sinciciotrofoblasto, capazes de modular a citotoxicidade das células 
NK e linfócitos T no curso da gestação (Kshirsagar et al., 2012). 
A chave para o sucesso da reprodução em mamíferos está diretamente relacionada 
à secreção de fatores imunoreguladores que modulam/alteram a resposta imune materna 
durante a gestação. Vesículas extracelulares carreadoras de moléculas ligantes e 
receptores imunomoduladores podem oferecer novas possibilidades de diagnóstico no 
acompanhamento da gravidez e durante os procedimentos e estratégias relacionadas à 
fertilização (Mitchell et al., 2015). Levando em consideração que as diferenças e/ou 
semelhanças funcionais e de expressão entre moléculas solúveis totais e moléculas solúveis 
carreadas por EVs não são claras, as primeiras observações sobre as diferenças no perfil 
de expressão dessas moléculas em cenários distintos, como complicações gestacionais, 







A linha de pesquisa em Imunologia da Reprodução constitui um capítulo adjuvante 
na compreensão e tentativa de resolução de casos de insucesso reprodutivo. O 
conhecimento das possíveis associações entre genes candidatos, considerados importantes 
no processo gestacional, e seus perfis de expressão em casais com casos de falha de 
implantação embrionária, poderia auxiliar na identificação e monitoramento de complicações 
gestacionais específicas, funcionando como um possível marcador prognóstico, ou como 
complemento de terapias que visam o sucesso implantacional.  
Neste contexto, esse é um estudo pioneiro que investiga o impacto da diversidade 
genética e das diferenças no perfil de expressão de moléculas HLA de Classe I não 
clássicas e moléculas tipo HLA solúveis totais e carreadas por vesículas extracelulares em 
situações de falha de implantação embrionária. O campo de pesquisa sobre EVs 
relacionadas à gestação e a distúrbios gestacionais como abortos espontâneos recorrentes, 
falha de implantação embrionária e infertilidade está apenas no seu começo. Além disso, a 
utilização de vesículas extracelulares para intervenção terapêutica ou uso prognóstico está 
iniciando seus primeiros passos. Portanto, uma ampla investigação visando uma melhor 








4.1. Objetivo Geral 
 
O presente estudo tem por objetivo investigar a associação entre a variabilidade 
genética dos genes HLA-G, HLA-E e MICA e os níveis de expressão de moléculas HLA de 
Classe I não clássicas (HLA-G, HLA-E) e moléculas tipo-HLA (MICA, MICB, ULBP-2) 
solúveis totais e carreadas por vesículas extracelulares em casos de falha de implantação 
embrionária e controles férteis. 
4.2. Objetivos Específicos 
 
- Caracterização e comparação de vesículas extracelulares secretadas no sangue 
periférico de mulheres com falha de implantação embrionária, mulheres férteis não 
gestantes e mulheres férteis gestantes;  
- Comparar as frequências alélicas e genotípicas dos genes HLA-G, HLA-E e MICA 
observadas no grupo de casais com falha de implantação embrionária e no grupo de casais 
controle férteis não gestantes; 
- Comparar as frequências haplotípicas do gene HLA-G e do polimorfismo de HLA-G 
14pb inserção/deleção observadas no grupo de mulheres com falha de implantação 
embrionária e mulheres férteis não gestantes; 
- Comparar os níveis de expressão das moléculas HLA-G, HLA-E, MICA, MICB e 
ULBP-2 solúveis totais e carreadas por vesículas extracelulares secretadas no sangue 
periférico de mulheres com falha de implantação embrionária e mulheres férteis não 
gestantes; 
- Investigar a associação entre os haplótipos observados do gene HLA-G e do 
polimorfismo de HLA-G 14pb inserção/deleção e os níveis de expressão das moléculas 
HLA-G solúveis totais e carreadas por vesículas extracelulares secretadas no sangue 
periférico de mulheres com falha de implantação embrionária e mulheres férteis não 
gestantes; 
- Investigar a associação entre os alelos observados dos genes HLA-G, HLA-E e 
MICA e os níveis de expressão das moléculas HLA-G, HLA-E, MICA solúveis totais e 
carreadas por vesículas extracelulares secretadas no sangue periférico de mulheres com 






 Os resultados serão apresentados em capítulos, no formato de artigos publicados 
nos periódicos científicos Immunobiology e American Journal of Reproductive Immunology, 
respectivamente. 
 Os resultados que foram analisados, mas que não fazem parte dos artigos científicos 




5.1. Capítulo I 
 







































Figure 1 (Supplementary material): Determination of EVs’ size by Nanoparticle 
Tracking Analysis (NTA). (A) Representative image showing the determination of EV’s size, 
enriched by ExoQuick™ solution. (B) NTA analysis showed a particle size distribution with an 
average of 145.0 ± 9.9 (C) Size of EVs’ derived from women during pregnancy (n=26) and 





















Figure 2 (Supplementary material): Western blot analysis of Cytochrome C expression 
in EVs fractions. Representative image showing the absent expression of the intracellular 
protein cytochrome C (CYC1 = 14 kDa) in ExoQuick™ EVs fractions derived from serum of 
pregnant women (PW; n = 3) and non-pregnant women (NPW; n = 3). HEK cells lysate and 
EVs derived from supernatants of HEK cells culture were used as positive and negative 
controls respectively. The stained protein ladder was acquisited by white light separately and 





PBMCs (n = 3) 





NPW (n = 1) 9.7 ± 4.7* 2.6 ± 1.2 2.6 ± 0.7 6.2 ± 4.4 20.5 ± 2.5 16.7 ± 6.7 < 0.001 
CD4 vs CD19: <0.01 
CD4 vs CD56: <0.05 
CD8 vs CD19: <0.01 
    CD8 vs CD56: <0.05 
PW (n = 1) 10.8 ± 4.1 2.2 ± 1.4 1.8 ± 0.8 4.7 ± 0.9 19.5 ± 10.5 20.5 ± 10.6 < 0.01 ns 
*Holm-Sidak’s multiple comparisons test 




Table 1 (Supplementary material): Compared to T cells (CD4 or CD8), the proportion 




















NPW  PBMC 1 18.5 11.1 11.0 20.9 17.0 11.7  
ns PBMC 2 21.1 16.4 29.6 23.4 21.3 31.3 
PBMC 3 17.8 12.5 13.2 18.8 20.7 13.0 
Mean±SD 19.1 ± 1.7 13.3 ± 2.7 17.9 ± 10.2 21.0 ± 2.3 19.7 ± 2.3 18.7 ± 11.0 
PW  PBMC 1 14.8 14.7 14.9 18.3 15.2 15.9  
ns PBMC 2 13.3 19.0 19.5 24.0 21.6 20.5 
PBMC 3 16.2 16.6 17.2 18.8 15.0 15.0 
Mean±SD 14.8 ± 1.4 16.8 ± 2.1 17.2 ± 2.3 20.4 ± 3.1 17.3 ± 3.7 17.1 ± 2.9 
 
Table 2 (Supplementary material): Proportion of dead cells after a co-culture of 
peripheral blood cells with EVs derived from non-pregnant and pregnant women. Three 
different PBMCs derived from healthy non-pregnant women were co-cultured with EVs. NPW 






5.2 Capítulo II 
 






















































Figure 1 (Supplementary material): Determination of EVs size by Nanoparticle 
Tracking Analysis (NTA). (A) Representative image showing the determination of EVs size, 
enriched by ExoQuick™ solution; (B) The corresponding mean particles size (nm) according 
to NTA; (C) Distribution size of EVs derived from IF (n = 35) and FW (n = 23). Data are 
presented as mean ± SD. (D) Circulating EVs were significantly increased in IF (n = 35) 
compared to FW (n = 23) by Mann-Whitney test. Data are presented as median and 





5.3. Resultados Complementares 
 
5.3.1. Caracterização da amostra 
 
 A Tabela 1 faz um resumo das características clínicas principais das mulheres com 
falha de implantação embrionária, controles férteis não gestantes e controles férteis 
gestantes. 
Tabela 1. Caracterização da amostra. 
 Falha de 
implantação 
(n = 62) 
Controles férteis 
não gestantes   
(n = 131) 
Controles férteis 
gestantes 
(n = 29) 











      17           58,6 
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      22            75,9 
       5             17,2 
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       -                 - 
 
5.3.2. Frequências alélicas e genotípicas do gene HLA-G em pacientes com falha de 
implantação embrionária e controles férteis não gestantes 
 
 Neste estudo, 20 alelos e 56 genótipos distintos do gene HLA-G foram genotipados. 
A distribuição alélica mostrou-se em equilíbrio gênico de Hardy-Weinberg, exceto para os 
indivíduos do sexo masculino pertencentes ao grupo controle fértil não gestante (p = 0.001). 
A análise estatística foi realizada somente no caso em que as frequências alélicas e/ou 
genotípicas foram ≥ 5% em pelo menos um dos grupos analisados. Foram observadas 
diferenças significativas na distribuição alélica referente aos casais pertencentes ao grupo 
com falha de implantação embrionária (n = 121; mulheres: 61, homens: 60) e ao grupo 




frequências dos alelos HLA-G*01:01:03 e HLA-G*01:04:04 apresentaram-se 
significativamente mais frequentes nos casais pertencentes ao grupo controle fértil não 
gestante se comparadas ao grupo dos casais com falha de implantação embrionária.  
Tabela 2. Comparação das frequências alélicas do gene HLA-G entre casais IF e casais FW. 
        Alelos 
Casais com falha de 
implantação  
(2n = 242) 
Casais férteis 
(2n = 522) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % N % 
HLA-G*01:01:01 96 39,67 205 39,27 ns - 
HLA-G*01:01:02 47 19,42 123 23,56 ns - 
HLA-G*01:01:03 05 2,07 32 6,13 0,017/0,344 0,32 [0,12-0,83] 
HLA-G*01:01:05 01 0,41 04 0,77 - - 
HLA-G*01:01:06 04 1,65 0 0 - - 
HLA-G*01:01:07 0 0 01 0,19 - - 
HLA-G*01:01:08 14 5,79 17 3,26 ns - 
HLA-G*01:01:09 01 0,41 0 0 - - 
HLA-G*01:01:14 03 1,24 0 0 - - 
HLA-G*01:01:15 0 0 01 0,19 - - 
HLA-G*01:01:17 01 0,41 02 0,38 - - 
HLA-G*01:01:20 02 0,83 01 0,19 - - 
HLA-G*01:03 0 0 13 2,49 - - 
HLA-G*01:03:01 20 8,26 30 5,75 ns - 
HLA-G*01:04:01 28 11,57 41 7,85 ns - 
HLA-G*01:04:03 02 0,83 01 0,19 - - 
HLA-G*01:04:04 04 1,65 27 5,17 0,028/0,560 0,3 [0,1-0,9] 
HLA-G*01:04:05 0 0 01 0,19 - - 
HLA-G*01:05N 06 2,48 01 0,19 - - 
HLA-G*01:06 08 3,31 22 4,21 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
 
 As comparações entre os grupos de acordo com o gênero revelou a presença de um 
alelos mais frequente (HLA-G*01:04:01) nas mulheres pertencentes ao grupo IF (n = 61) se 
comparado ao grupo de mulheres FW (n = 131), sugerindo um possível fator de risco à 
condição de falha de implantação embrionária para as mulheres deste estudo. Além disso, 
nenhum alelo se mostrou como fator de proteção, ou seja, mais frequente nas mulheres 
pertencentes ao grupo controle fértil não gestante. No que se refere às comparações entre 
os homens dos dois grupos (IF = 60 e FW = 130), somente um alelo (HLA-G*01:01:03) foi 
observado ser mais frequente nos homens pertencentes ao grupo controle fértil não 
gestante se comparado aos homens do grupo com falha de implantação, sugerindo um 
possível fator protetivo para os casais desse grupo. A Tabela 3 resume os resultados 
encontrados nas comparações por gênero. Nenhuma diferença na distribuição alélica 








Tabela 3. Comparação das frequências alélicas do gene HLA-G entre os grupos IF e FW de acordo 
com o gênero. 
Alelos 
Mulheres com falha de 
implantação  
(2n = 122) 
Mulheres férteis 
(2n = 262) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
HLA-G*01:01:01 49 40,16 104 39,69 ns - 
HLA-G*01:01:02 20 16,39 61 23,28 ns - 
HLA-G*01:01:03 03 2,46 15 5,73 ns - 
HLA-G*01:01:05 0 0 03 1,15 - - 
HLA-G*01:01:06 02 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:07 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:08 05 4,10 05 1,91 - - 
HLA-G*01:01:09 01 0,82 0 0 - - 
HLA-G*01:01:14 03 2,46 0 0 - - 
HLA-G*01:01:15 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:17 01 0,82 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:20 02 1,64 01 0,38 - - 
HLA-G*01:03 0 0 09 3,44 - - 
HLA-G*01:03:01 09 7,38 15 5,73 ns - 
HLA-G*01:04:01 16 13,11 15 5,73 0,016/0,340 2,5 [1,2-5,2] 
HLA-G*01:04:03 01 0,82 0 0 - - 
HLA-G*01:04:04 03 2,46 16 6,11 ns - 
HLA-G*01:04:05 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:05N 04 3,28 0 0 - - 
HLA-G*01:06 03 2,46 15 5,73 ns - 
Alelos 
Homens com falha de 
implantação  
(2n = 120) 
Homens férteis 
(2n = 260) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
HLA-G*01:01:01 47 39,16 101 38,85 ns - 
HLA-G*01:01:02 27 22,50 62 23,85 ns - 
HLA-G*01:01:03 02 1,67 17 6,54 0,044/0,660 0,24 [0,05-1,0] 
HLA-G*01:01:05 01 0,83 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:06 02 1,67 0 0 - - 
HLA-G*01:01:07 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08 09 7,50 12 4,62 ns - 
HLA-G*01:01:09 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:14 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:15 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:17 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:20 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:03 0 0 04 1,54 - - 
HLA-G*01:03:01 11 9,17 15 5,77 ns - 
HLA-G*01:04:01 12 10,00 26 10,00 ns - 
HLA-G*01:04:03 01 0,83 01 0,38 - - 
HLA-G*01:04:04 01 0,83 11 4,23 - - 
HLA-G*01:04:05 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:05N 02 1,67 01 0,38 - - 
HLA-G*01:06 05 4,17 07 2,69 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 




 Das análises estatísticas referentes aos 56 genótipos distintos de HLA-G, não foram 
encontradas diferenças significativas referente às comparações entre os casais 
pertencentes ao grupo com falha de implantação embrionária e casais pertencentes ao 






Tabela 4. Comparação das frequências genotípicas do gene HLA-G entre casais IF e casais FW. 
              Genótipos 
Casais com falha de 
implantação  
(n = 121) 
Casais férteis  
(n = 261) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:01 24 19,83 47 18,00 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:02 14 11,57 38 14,55 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:03 01 0,83 04 1,53 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:05 01 0,83 04 1,53 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:06 02 1,65 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:08 01 0,83 08 3,06 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:09 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:14 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:17 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:20 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:03 0 0 06 2,29 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:03:01 10 8,26 13 4,98 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:01 09 7,43 18 6,89 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:03 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:04 02 1,65 09 3,44 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:05 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:06 03 2,47 10 3,83 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:02 04 3,30 18 6,89 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:03 01 0,83 11 4,21 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:06 02 1,65 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:08 06 4,69 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:20 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:03 0 0 04 1,53 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:03:01 04 3,30 08 3,06 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:01 07 5,78 07 2,68 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:03 01 0,83 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:04 01 0,83 10 3,83 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:05N 03 2,47 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:06 0 0 05 1,91 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:01:03 0 0 02 0,76 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:01:17 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:03:01 02 1,65 03 1,15 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:04:01 01 0,83 05 1,91 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:04:04 0 0 02 0,76 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:06 0 0 02 0,76 - - 
HLA-G*01:01:07/ *01:03 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:01:08 0 0 03 1,15 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:01:14 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:03 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:04:01 05 4,13 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:04:04 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:05N 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:14/ *01:03:01 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:01:15/ *01:04:04 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:17/ *01:04:04 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:01:20/ *01:05N 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:03/ *01:04:01 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:04:01 02 1,65 04 1,53 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:04:04 0 0 02 0,76 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:06 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:04:01 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:04:04 0 0 01 0,38 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:05N 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:06 03 2,47 03 1,15 - - 
HLA-G*01:04:04/ *01:06 01 0,83 0 0 - - 
HLA-G*01:06/ *01:06 0 0 01 0,38 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de genótipos distintos encontrados (correção de 
Bonferroni); *OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente 






 Nas comparações por gênero, não foram encontradas diferenças significativas na 
distribuição de genótipos quando se comparou mulheres com falha implantacional (IF) e 
mulheres férteis não gestantes (FW) (Tabela 5). No entanto, os genótipos HLA-
G*01:01:02/*01:01:08 e HLA-G*01:01:08/*01:04:01 mostraram-se significativamente mais 
frequentes nos homens pertencentes ao grupo com falha de implantação embrionária 
quando comparados aos homens pertencentes ao grupo controle fértil não gestante (Tabela 
6). Devido ao número elevado de variantes genotípicas encontradas na população em 
estudo, nenhuma diferença estatisticamente significativa foi mantida após a correção de 
Bonferroni ter sido aplicada. 
Tabela 5. Comparação das frequências genotípicas do gene HLA-G entre as mulheres pertencentes 
aos grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
Genótipos 
Mulheres com falha 
de implantação  
(n = 61) 
Mulheres férteis  
(n = 131) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:01 12 19,67 24 18,32 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:02 08 13,11 20 15,26 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:03 01 1,64 02 1,52 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:05 0 0 03 2,29 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:06 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:08 0 0 04 3,00 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:09 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:14 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:17 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:20 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:03 0 0 04 3,00 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:03:01 04 6,56 07 5,34 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:01 05 8,20 04 3,00 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:03 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:04 01 1,64 05 3,81 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:05 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:06 01 1,64 06 4,58 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:02 01 1,64 07 5,34 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:03 0 0 04 3,00 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:06 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:08 01 1,64 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:20 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:03 0 0 04 3,00 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:03:01 01 1,64 04 3,00 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:01 04 6,56 03 2,29 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:03 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:04 01 1,64 08 6,10 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:05N 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:06 0 0 02 1,52 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:01:03 0 0 02 1,52 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:01:17 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:03:01 01 1,64 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:04:01 01 1,64 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:04:04 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:06 0 0 02 1,52 - - 
HLA-G*01:01:07/ *01:03 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:01:08 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:01:14 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:03 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:04:01 02 3,27 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:04:04 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:05N 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:01:14/ *01:03:01 01 1,64 0 0 - - 




HLA-G*01:01:17/ *01:04:04 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:01:20/ *01:05N 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:03/ *01:04:01 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:04:01 02 3,27 02 2,29 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:04:04 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:06 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:04:01 0 0 01 0,75 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:04:04 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:05N 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:06 01 1,64 03 2,29 - - 
HLA-G*01:04:04/ *01:06 01 1,64 0 0 - - 
HLA-G*01:06/ *01:06 0 0 01 0,75 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de genótipos distintos encontrados (correção de 
Bonferroni); *OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente 
significativos; ns: não significativo. 
 
Tabela 6. Comparação das frequências genotípicas do gene HLA-G entre os homens pertencentes 
aos grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
Genótipos 
Homens com falha 
de implantação  
 (n = 60) 
Homens férteis  
(n = 130) 
p-value*/pc OR*[IC 95%] 
n % n % 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:01 12 20,00 23 17,70 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:02 06 10,00 18 13,84 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:03 0 0 02 1,53 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:05 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:06 01 1,67 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:08 01 1,67 04 3,07 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:09 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:14 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:17 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:01:20 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:03 0 0 02 1,53 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:03:01 06 10,00 06 4,61 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:01 04 6,66 14 10,80 ns - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:03 01 1,67 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:04 01 1,67 04 3,07 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:04:05 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:01/ *01:06 02 3,33 04 3,07 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:02 03 5,00 11 8,50 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:03 01 1,67 07 5,40 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:06 01 1,67 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:08 05 8,32 0 0 0,002/0,074 25,9 [1,4-476,1] 
HLA-G*01:01:02/ *01:01:20 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:03 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:03:01 03 5,00 04 3,07 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:01 03 5,00 04 3,07 ns - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:03 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:04:04 0 0 02 1,53 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:05N 02 3,33 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:02/ *01:06 01 1,67 03 2,30 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:01:03 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:01:17 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:03:01 01 1,67 02 1,53 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:04:01 0 0 04 3,07 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:04:04 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:03/ *01:06 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:07/ *01:03 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:01:08 0 0 03 2,30 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:01:14 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:03 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:04:01 03 5,00 0 0 0,030/1,080 15,9 [0,8-312,8] 
HLA-G*01:01:08/ *01:04:04 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:01:08/ *01:05N 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:14/ *01:03:01 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:01:15/ *01:04:04 0 0 01 0,77 - - 




HLA-G*01:01:20/ *01:05N 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:03/ *01:04:01 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:04:01 0 0 02 1,53 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:04:04 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:03:01/ *01:06 01 1,67 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:04:01 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:04:04 0 0 01 0,77 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:05N 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:04:01/ *01:06 02 3,33 0 0 - - 
HLA-G*01:04:04/ *01:06 0 0 0 0 - - 
HLA-G*01:06/ *01:06 0 0 0 0 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de genótipos distintos encontrados (correção de 
Bonferroni); *OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente 
significativos; ns: não significativo. 
 
 
5.3.3. Níveis de HLA-G solúvel em mulheres com falha de implantação embrionária e 
controles férteis não gestantes 
 
 Os níveis de HLA-G solúvel (sHLA-G) circulante nas mulheres pertencentes ao grupo 
com falha de implantação embrionária (n = 40) e nas mulheres pertencentes ao grupo 
controle fértil não gestante (n = 97) foram quantificados no soro, os quais foram 
considerados como níveis de HLA-G solúvel total (sHLA-Gtot), e nas suspensões de 
vesículas extracelulares derivadas do soro das mesmas mulheres, os quais foram 
considerados como níveis de HLA-G solúvel vesicular (sHLA-GEV). Nesta análise, os níveis 
de sHLA-Gtot (mediana + variação, ng/ml) demonstram ser significativamente mais altos em 
mulheres com falha de implantação embrionária [8,7 (4,7 – 25,1); p = 0,0001] se 
comparados aos níveis de sHLA-Gtot em mulheres férteis não gestantes [6,3 (0,0 – 22,8); 
Figura 8A]. Os níveis de sHLA-GEV também mostraram níveis significativamente elevados 
em mulheres com falha de implantação embrionária [4,7 (0,0 – 23,1); p < 0,0001] se 
comparados aos níveis de sHLA-GEV em mulheres férteis não gestantes [3,0 (0,0 – 20,7); 










Figura 8.  Níveis de sHLA-G em mulheres com falha de implantação embrionária e em mulheres 
férteis não gestantes. (A) Níveis de sHLA-Gtot elevados no grupo IF (n = 40) se comparados ao 
grupo FW (n = 97). (B) Níveis de sHLA-GEV elevados no grupo IF (n = 40) se comparados ao grupo 
FW (n = 97). Os dados estão apresentados em mediana + amplitude inter-quartil; Mann-Whitney test; 
IF: falha de implantação; FW: mulheres férteis não gestantes. 
 
5.3.4. Associação de alelos do gene HLA-G com níveis de HLA-G solúvel 
 
 Alguns alelos do gene HLA-G mostraram-se associados tanto aos níveis totais, 
quanto aos níveis vesiculares de sHLA-G. Todas as amostras de soro e suspensões de 
vesículas extracelulares derivadas de mulheres pertencentes aos grupos IF (n = 40) e FW (n 
= 97), previamente genotipadas e quantificadas para sHLA-G (sHLA-Gtot e sHLA-GEV) 
participaram dessa análise. As mulheres foram categorizadas como portadoras ou não 
portadoras do alelo estudado. Somente foram testados para associação com os níveis de 
sHLA-Gtot e com os níveis de sHLA-GEV os alelos do gene HLA-G que apresentaram um 
número de portadoras suficientes (n ≥ 5). Os resultados obtidos demonstraram que o alelo 
HLA-G*01:01:01 está associado à níveis elevados de sHLA-Gtot e de sHLA-GEV em 
mulheres com falha de implantação. Por outro lado, o alelo HLA-G*01:01:02 está associado 
à níveis reduzidos de sHLA-GEV em mulheres do mesmo grupo. Os resultado referentes às 
mulheres férteis não gestantes mostraram que o alelo HLA-G*01:01:03 estaria associado à 
valores aumentados de sHLA-Gtot (Tabela 7). Após a correção de Bonferroni ter sido 
aplicada, somente a associação entre o alelo HLA-G*01:01:01 e valores aumentados de 









Tabela 7. Associação dos alelos do gene HLA-G com os níveis de sHLA-Gtot e sHLA-GEV em 
mulheres pertencentes aos grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
 
Mulheres com Falha de Implantação Embrionária 
Alelos HLA-G 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sHLA-Gtot ng/ml (mediana, 
variação) N 
sHLA-Gtot ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01 9,3 (5,4 – 25,1) 23 7,5 (4,7 – 11,1) 17 0,04/0,16 
HLA-G*01:01:02 8,5 (4,7 – 16,5) 12 8,9 (5,4 – 25,1) 28 ns 
HLA-G*01:03:01 8,5 (5,7 – 20,3) 06 8,7 (4,7 – 25,1) 34 ns 
HLA-G*01:04:01 8,3 (5,6 – 25,1) 12 8,7 (4,7 – 20,3) 28 ns 
 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sHLA-GEV ng/ml (mediana, 
variação) N 
sHLA-GEV ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01 5,4 (2,3 – 23,1) 23 4,0 (0,0 – 8,3) 17 0,008/0,03 
HLA-G*01:01:02 3,8 (0,0 – 11,1) 12 5,2 (2,0 – 23,1) 28 0,02/0,08 
HLA-G*01:03:01 5,2 (3,9 – 8,3) 06 4,6 (0,0 – 23,1) 34 ns 




Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sHLA-Gtot ng/ml (mediana, 
variação) N 
sHLA-Gtot ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01 6,5 (0,0 – 20,2) 60 7,2 (1,0 – 22,8) 37 ns 
HLA-G*01:01:02 6,5 (1,0 – 13,0) 40 6,0 (0,0 – 22,8) 57 ns 
HLA-G*01:01:03 7,7 (6,0 – 22,8) 07 6,1 (0,0 – 20,2) 90 0,04/0,16 
HLA-G*01:03 6,9 (3,7 – 12,8) 05 6,5 (0,0 – 22,8) 92 ns 
HLA-G*01:03:01 5,3 (2,3 – 19,3) 13 6,4 (0,0 – 22,8) 84 ns 
HLA-G*01:04:01 4,3 (2,7 – 14,2) 12 6,4 (0,0 – 22,8) 85 ns 
HLA-G*01:04:04 8,3 (0,0 – 13,0) 11 6,2 (0,6 – 22,8) 86 ns 
HLA-G*01:06 4,2 (0,6 – 14,2) 12 6,4 (0,0 – 22,8) 85 ns 
 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sHLA-GEV ng/ml (mediana, 
variação) N 
sHLA-GEV ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01 2,4 (0,0 – 13,0) 60 3,2 (0,0 – 20,7) 37 ns 
HLA-G*01:01:02 2,7 (0,0 – 11,6) 40 3,0 (0,0 – 20,7) 57 ns 
HLA-G*01:01:03 5,2 (0,6 – 20,7) 07 2,7 (0,0 – 13,0) 90 ns 
HLA-G*01:03 3,4 (1,6 – 7,3) 05 2,8 (0,0 – 20,7) 92 ns 
HLA-G*01:03:01 2,2 (0,6 – 6,1) 13 2,9 (0,0 – 20,7) 84 ns 
HLA-G*01:04:01 2,2 (0,6 – 7,1) 12 2,9 (0,0 – 20,7) 85 ns 
HLA-G*01:04:04 4,4 (0,0 – 10,3) 11 2,6 (0,0 – 20,7) 86 ns 
HLA-G*01:06 2,5 (0,0 – 7,8) 12 2,9 (0,0 – 20,7) 85 ns 





5.3.5. Frequências haplotípicas do gene HLA-G e do polimorfismo 14pb ins/del em 
mulheres com falha de implantação embrionária e controles férteis não gestantes 
 
 A análise da possível influência do polimorfismo de HLA-G 14pb ins/del nos 
resultados da associação entre alelos do gene HLA-G e a expressão de HLA-G solúvel 
(sHLA-Gtot e sHLA-GEV) foi realizada através da inferência de haplótipos. Neste estudo, 19 
haplótipos distintos do gene HLA-G e do polimorfismo do gene HLA-G 14pb ins/del  foram 
inferidos. A distribuição haplotípica se mostrou em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Nesta 
análise foram incluídas somente as mulheres genotipadas para HLA-G, incluindo-se o 
polimorfismo de HLA-G 14pb ins/del, bem como todas as amostras de mulheres que 




A análise estatística foi realizada somente no caso em que as frequências haplotípicas 
foram ≥ 5% em pelo menos um dos grupos analisados. Foram observadas diferenças 
significativas na distribuição haplotípica referente às mulheres pertencentes ao grupo com 
falha de implantação embrionária (n = 32) e ao grupo controle fértil não gestante (n = 35) 
(Tabela 8). A frequência do haplótipo HLA-G*01:01:08/-14pb mostrou-se significativamente 
aumentada no grupo de mulheres com falha de implantação embrionária, quando 
comparada ao grupo de mulheres controle fértil não gestante e o haplótipo HLA-
G*01:04:01/-14pb apresentou uma tendência a ser mais frequente em mulheres com falha 
de implantação. Por outro lado, o haplótipo HLA-G*01:03/+14pb foi significativamente mais 
frequentes nas mulheres pertencentes ao grupo controle fértil não gestante, quando 
comparadas ao grupo de mulheres com falha de implantação embrionária. Nenhuma 
diferença estatisticamente significativa foi observada após a correção de Bonferroni ter sido 
aplicada.  
Tabela 8. Comparação das frequências haplotípicas de HLA-G e polimorfismo de HLA-G 14pb ins/del 
(+14pb/-14pb) entre mulheres pertencentes aos grupos falha de implantação e controle fértil não 
gestante. 
              Haplótipos 
Mulheres com falha 
de implantação  
(n = 32) 
Mulheres férteis  
(n = 35) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
HLA-G*01:01:01/ + 14pb  01 1,63 02 4,40 - - 
HLA-G*01:01:01/ - 14pb 18 37,42 19 37,02 ns - 
HLA-G*01:01:02/ + 14pb 11 18,75 14 24,28 ns - 
HLA-G*01:01:03/ + 14pb 01 1,56 04 5,51 ns - 
HLA-G*01:01:03/ - 14pb 0 0 01 1,63 - - 
HLA-G*01:01:06/+ 14pb 01 1,49 0 0 - - 
HLA-G*01:01:06/- 14pb 01 1,49 0 0 - - 
HLA-G*01:01:07/ + 14pb 0 0 01 1,43 - - 
HLA-G*01:01:08/ - 14pb 04 6,25 0 0 0,04/0,76 11,2 [0,6-217,2] 
HLA-G*01:01:14/+ 14pb 02 3,12 0 0 - - 
HLA-G*01:03/ + 14pb 0 0 06 8,45 0,02/0,38 0,07 [0,003-1,3] 
HLA-G*01:03/ - 14pb 0 0 01 1,55 - - 
HLA-G*01:03:01/ + 14pb 05 7,81 02 2,86 ns - 
HLA-G*01:04:01/ + 14pb 0 0 02 3,06 - - 
HLA-G*01:04:01/ - 14pb 10 15,62 04 5,51 0,07/1,33 3,5 [0,9-12,7] 
HLA-G*01:04:03/- 14pb 01 1,56 0 0 - - 
HLA-G*01:05N/+ 14pb 01 1,56 0 0 - - 
HLA-G*01:05N/- 14pb 01 1,56 0 0 - - 
HLA-G*01:06/ + 14pb 0 0 03 4,28 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de haplótipos distintos encontrados (correção de 
Bonferroni); *OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente 
significativos; ns: não significativo. 
5.3.6. Associação de haplótipos do gene HLA-G e polimorfismo 14pb ins/del com 
níveis de HLA-G solúvel 
 
 Alguns haplótipos do gene HLA-G mostraram-se associados aos níveis totais e 
vesiculares de sHLA-G em mulheres com falha de implantação embrionária. Por outro lado, 
nenhum haplótipo de HLA-G foi associado à níveis totais e vesiculares de sHLA-G em 




extracelulares derivadas de mulheres pertencentes aos grupos IF (n = 32) e FW (n = 35), 
que foram quantificadas para sHLA-G (sHLA-Gtot e sHLA-GEV) e que possuiam genótipo 
para o gene HLA-G e para o polimorfismo 14pb ins/del simultaneamente participaram dessa 
análise. As mulheres foram categorizadas como portadoras ou não portadoras do haplótipo 
estudado. Somente foram testados para associação com os níveis de sHLA-Gtot e com os 
níveis de sHLA-GEV os haplótipos do gene HLA-G que apresentaram um número de 
portadoras suficientes (n ≥ 5). Os resultados obtidos demonstraram que o haplótipo HLA-
G*01:01:01/-14pb apresenta uma tendência de associação à níveis elevados de sHLA-Gtot e 
está associado à níveis elevados de sHLA-GEV em mulheres com falha de implantação. Por 
outro lado, o haplótipo HLA-G*01:01:02/+14pb está associado à níveis reduzidos de sHLA-
GEV em mulheres do mesmo grupo (Tabela 9). Após a correção de Bonferroni ter sido 
aplicada, as associações entre os haplótipos HLA-G*01:01:01/-14pb HLA-G*01:01:02/+14pb 
e os níveis de sHLA-GEV em mulheres com falha de implantação se mantiveram. 
Tabela 9. Associação dos haplótipos de HLA-G e polimorfismo de HLA-G 14pb ins/del (+14pb/-14pb) 
com os níveis de sHLA-Gtot e sHLA-GEV em mulheres pertencentes aos grupos falha de implantação e 
controle fértil não gestante. 
 
Mulheres com Falha de Implantação Embrionária 
Haplótipos 
Portadoras do haplótipo  




(mediana, variação) N 
sHLA-Gtot ng/ml 
(mediana, variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01/-14pb 9,2 (5,4 – 25,1) 18 7,0 (4,7 – 11,1) 14 0,06/0,24 
HLA-G*01:01:02/+14pb 8,4 (4,7 – 16,5) 11 8,8 (5,4 – 25,1) 21 ns 
HLA-G*01:03:01/+14pb 8,0 (5,7 – 20,3) 05 8,5 (4,7 – 25,1) 27 ns 
HLA-G*01:04:01/-14pb 7,4 (5,6 – 25,1) 10 8,7 (4,7 – 20,3) 22 ns 
 
Portadoras do haplótipo  




(mediana, variação) N 
sHLA-GEV ng/ml 
(mediana, variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01/-14bp 5,4 (2,9 – 23,1) 18 3,9 (0,0 – 5,6) 14 0,003/0,01 
HLA-G*01:01:02/+14pb 3,7 (0,0 – 11,1) 11 5,2 (2,9 – 23,1) 21 0,004/0,01 
HLA-G*01:03:01/+14pb 5,0 (3,9 – 5,6) 05 4,3 (0,0 – 23,1) 27 ns 




Portadoras do haplótipo  




(mediana, variação) n 
sHLA-Gtot ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01/-14pb 6,5 (2,3 – 18,2) 19 6,2 (2,4 – 14,4) 16 ns 
HLA-G*01:01:02/+14pb 6,7 (2,4 – 13,0) 14 6,4 (2,3 – 18,2) 21 ns 
HLA-G*01:03/+14pb 6,7 (2,3 – 12,8) 06 6,3 (2,4 – 18,2) 29 ns 
 
Portadoras do haplótipo  




(mediana, variação) n 
sHLA-GEV ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-G*01:01:01/-14pb 2,9 (0,8 – 12,5) 19 2,5 (0,0 – 9,2) 16 ns 
HLA-G*01:01:02/+14pb 2,3 (0,0 – 9,2) 14 3,0 (0,8 – 12,5) 21 ns 
HLA-G*01:03/+14pb 2,8 (1,6 – 7,3) 06 2,7 (0,0 – 12,5) 29 ns 







5.3.7. Frequências alélicas e genotípicas do gene HLA-E em pacientes com falha de 
implantação embrionária e controles férteis não gestantes 
 
 Neste estudo, 2 alelos e 3 genótipos distintos do gene HLA-E foram caracterizados. 
A distribuição alélica dessa população mostrou-se estar em equilíbrio gênico de Hardy-
Weinberg. A análise estatística foi realizada somente no caso em que as frequências 
alélicas e/ou genotípicas foram ≥ 5% em pelo menos um dos grupos analisados. Não foram 
observadas diferenças significativas na distribuição alélica e na distribuição genotípica 
referente aos casais pertencentes ao grupo com falha de implantação embrionária (n = 106; 
mulheres: 53, homens: 53) e ao grupo controle fértil não gestante (n = 255; mulheres: 129, 
homens: 126). As comparações alélicas e genotípicas de acordo com o gênero dos 
indivíduos também não mostraram diferenças significativas. A Tabela 10 resume os 
resultados encontrados.  
Tabela 10. Frequências alélicas e genotípicas do gene HLA-E. 
  Casais 
Casais com falha de implantação 
(n = 106) 
Casais férteis 
(n = 255)  p-value/pc* 
n (%) n (%) 
Alelos    
HLA-E*01:01 109 (51,42) 290 (56,86) ns 
HLA-E*01:03 103 (48,58) 220 (43,14)  
Genótipos    
HLA-E*01:01/*01:01 26 (24,53) 83 (32,55) ns 
HLA-E*01:01/*01:03 57 (53,77) 124 (48,63) ns 
HLA-E*01:03/*01:03 23 (21,70) 48 (18,82) ns 
HLA-E*01:01/*01:01 + *01:01/*01:03  83 (78,30) 207 (81,18) ns 
HLA-E*01:03/*01:03 + *01:01/*01:03 80 (75,47) 172 (67,45) ns 
Mulheres 
Mulheres com falha de 
implantação 
(n = 53) 
Mulheres férteis 
(n = 129)  
p-value/pc* 
n (%) n (%) 
Alelos    
HLA-E*01:01 52 (49,06) 143 (55,43) ns 
HLA-E*01:03 54 (50,94) 115 (44,57)  
Genótipos    
HLA-E*01:01/*01:01 11 (20,76) 40 (31,00) ns 
HLA-E*01:01/*01:03 30 (56,60) 63 (48,84) ns 
HLA-E*01:03/*01:03 12 (22,64) 26 (20,16) ns 
HLA-E*01:01/*01:01 + *01:01/*01:03  41 (77,36) 103 (79,84) ns 
HLA-E*01:03/*01:03 + *01:01/*01:03 42 (79,24) 89 (68,99) ns 
Homens 
Homens com falha de 
implantação 
(n = 53) 
Homens férteis 
(n = 126)  
p-value/pc* 
n (%) n (%) 
Alelos    
HLA-E*01:01 57 (53,77) 147 (58,33) ns 
HLA-E*01:03 49 (46,23) 105 (41,67)  
Genótipos    
HLA-E*01:01/*01:01 15 (28,30) 43 (34,13) ns 
HLA-E*01:01/*01:03 27 (50,94) 61 (48,41) ns 
HLA-E*01:03/*01:03 11 (20,75) 22 (17,46) ns 
HLA-E*01:01/*01:01 + *01:01/*01:03  42 (79,24) 104 (82,54) ns 
HLA-E*01:03/*01:03 + *01:01/*01:03 38 (71,69) 83 (65,87) ns 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de genótipos distintos encontrados (correção de 





5.3.8. Níveis de HLA-E solúvel em pacientes com falha de implantação embrionária e 
controles férteis não gestantes 
 
 Os níveis de HLA-E solúvel (sHLA-E) circulante nas mulheres pertencentes ao grupo 
com falha de implantação embrionária e nas mulheres pertencentes ao grupo controle fértil 
não gestante foram quantificados no soro, os quais foram considerados como HLA-E solúvel 
total (sHLA-Etot), e nas suspensões de vesículas extracelulares derivadas do soro das 
mesmas mulheres, os quais foram considerados como HLA-E solúvel vesicular (sHLA-EEV). 
Todas as amostras quantificadas com sucesso tanto para sHLA-Etot quanto para sHLA-EEV 
entraram na composição amostral para análises (IF = 32, FW = 42). Como mostra a Figura 
9A e 9B, os níveis de sHLA-E (sHLA-Etot e sHLA-EEV) não mostraram diferenças 
significativas na comparações entre os grupos de estudo IF e FW.  
 
 
Figura 9. Níveis de sHLA-E em mulheres com falha de implantação e em mulheres férteis não 
gestantes. (A) Não foram encontradas diferenças significativas na concentração de sHLA-Etot entre 
as mulheres dos grupos IF (n = 32) e FW (n = 42). (B) Não foram encontradas diferenças 
significativas na concentração de sHLA-EEV entre as mulheres dos grupos IF (n = 32) e FW (n = 42). 
Os dados estão apresentados em mediana + amplitude inter-quartil; ns: não-significativo; Mann-
Whitney test; IF: falha de implantação; FW: mulheres férteis não gestantes. 
 
5.3.9. Associação de alelos do gene HLA-E com níveis de HLA-E solúvel 
 
 A análise da possível associação entre os dois diferentes alelos do gene HLA-E 
observados no presente estudo (HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03) e os níveis de HLA-E solúvel 
(sHLA-Etot e sHLA-EEV) não revelaram associações significativas (Tabela 11). Esses 
achados são sugestivos de que os diferentes alelos do gene HLA-E poderiam não ter 
influência direta nos níveis de expressão dessa proteína. As mulheres pertencentes aos 
grupos IF e FW, que foram quantificadas para sHLA-E (sHLA-Etot e sHLA-EEV) e 
previamente genotipadas para o gene HLA-E participaram dessa análise, totalizando 70 




e sHLA-EEV entre os dois grupos de estudo, a estratégia foi a de unir os dois grupos para 
essa análise. As mulheres foram categorizadas como portadoras ou não portadoras do alelo 
estudado.  
Tabela 11. Associação dos alelos do gene HLA-E com os níveis de sHLA-Etot e sHLA-EEV. 
Alelos HLA-E 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sHLA-Etot ng/ml (mediana, 
variação) n 
sHLA-Etot ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-E*01:01 58,6 (46,6 – 140,2) 52 58,1 (49,7 – 91,5) 18 ns 
HLA-E*01:03 58,3 (46,6 – 122,3) 57 61,4 (51,8 – 140,2) 13 ns 
Alelos HLA-E 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sHLA-EEV ng/ml (mediana, 
variação) n 
sHLA-EEV ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
HLA-E*01:01 54,9 (45,6 – 105,2) 52 54,5 (47,5 – 82,7) 18 ns 
HLA-E*01:03 54,3 (45,6 – 93,2) 57 58,6 (47,2 – 105,2) 13 ns 




5.3.10. Frequências alélicas e genotípicas do gene MICA em pacientes com falha de 
implantação embrionária e controles férteis não gestantes 
 
 Nesta população de estudo, 24 alelos e 93 genótipos distintos do gene MICA foram 
encontrados. A distribuição alélica se mostrou estar em equilíbrio gênico de Hardy-
Weinberg. A análise estatística foi realizada somente no caso em que as frequências 
alélicas e/ou genotípicas foram ≥ 5% em pelo menos um dos grupos analisados. Foram 
observadas diferenças significativas na distribuição alélica referente aos casais pertencentes 
ao grupo com falha de implantação embrionária (n = 112; mulheres: 58, homens: 54) e aos 
casais pertencentes ao grupo controle fértil não gestante (n = 256; mulheres: 127, homens: 
129) (Tabela 12). A frequência do alelo MICA*002:01 é significativamente elevada no grupo 
dos casais férteis não gestantes se comparada ao grupo dos casais com falha de 
implantação embrionária.  
Tabela 12. Comparação das frequências alélicas do gene MICA entre casais IF e casais FW. 
      Alelos 
Casais com falha de                      
implantação 
(2n = 224) 
Casais férteis 
         (2n = 512) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
MICA*001:00 05 2,23 07 1,37 - - 
MICA*002:01 27 12,05 97 18,95 0,024/0,576 0,58 [0,37-0,92] 
MICA*004:00 29 12,95 65 12,70 ns - 
MICA*006:00 0 0 01 0,20 - - 
MICA*007:01 07 3,12 17 3,32 - - 
MICA*008:01/04 64 28,57 116 22,66 ns - 
MICA*008:01:02 02 0,89 01 0,20 - - 
MICA*008:02 01 0,45 03 0,59 - - 
MICA*009:01 24 10,71 58 11,33 ns - 
MICA*010:01 13 5,80 32 6,25 ns - 




MICA*012:01 05 2,23 14 2,73 - - 
MICA*015:00 0 0 04 0,78 - - 
MICA*016:00 10 4,46 16 3,12 - - 
MICA*017:00 08 3,57 17 1,56 - - 
MICA*018:01 10 4,46 21 4,10 - - 
MICA*019:00 02 0,89 06 1,17 - - 
MICA*020:00 0 0 01 0,20 - - 
MICA*027:00 02 0,89 22 4,30 - - 
MICA*041:00 01 0,45 0 0 - - 
MICA*045:00 0 0 01 0,20 - - 
MICA*049:00 03 1,34 06 1,17 - - 
MICA*052:00 0 0 02 0,39 - - 
MICA*057:00 0 0 01 0,20 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
 
As comparações entre os grupos IF e FW de acordo com o gênero não revelou a 
presença de alelos associados a mulheres pertencentes ao grupo falha de implantação 
embrionária (n = 58) ou a mulheres pertencentes ao grupo controle fértil não gestante (n = 
127) (Tabela 13).  
Tabela 13. Comparação das frequências alélicas do gene MICA entre as mulheres pertencentes aos 
grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
      Alelos 
Mulheres com falha de                      
implantação 
(2n = 116) 
Mulheres férteis 
(2n = 254) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
MICA*001:00 03 2,59 04 1,57 - - 
MICA*002:01 14 12,07 49 19,29 ns - 
MICA*004:00 15 12,93 38 14,96 ns - 
MICA*006:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*007:01 03 2,59 09 3,54 - - 
MICA*008:01/04 37 31,90 58 22,83 ns - 
MICA*008:01:02 02 1,72 0 0 - - 
MICA*008:02 0 0 01 0,39 - - 
MICA*009:01 09 7,76 21 8,27 ns - 
MICA*010:01 04 3,45 17 6,69 ns - 
MICA*011:00 08 6,90 07 2,76 ns - 
MICA*012:01 03 2,59 06 2,36 - - 
MICA*015:00 0 0 02 0,79 - - 
MICA*016:00 06 5,17 08 3,15 ns - 
MICA*017:00 01 0,86 05 1,97 - - 
MICA*018:01 06 5,17 10 3,94 ns - 
MICA*019:00 01 0,86 05 1,97 - - 
MICA*020:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*027:00 02 1,72 05 1,97 - - 
MICA*041:00 0 0 0 0 - - 
MICA*045:00 0 0 0 0 - - 
MICA*049:00 02 1,72 04 1,57 - - 
MICA*052:00 0 0 02 0,79 - - 
MICA*057:00 0 0 01 0,39 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
 
No que se refere às comparações entre os homens dos dois grupos (IF = 54 e FW = 
129), o alelo MICA*017:00 foi observado ser mais frequente nos homens pertencentes ao 
grupo com falha de implantação embrionária se comparado aos homens do grupo controle 




implantação para os casais desse grupo. No entanto, o alelo MICA*027:00 foi mais 
frequentemente observado nos homens pertencentes ao grupo controle fértil não gestante, 
sugerindo um possível fator protetivo para esse grupo (Tabela 14). Devido ao número 
elevado de variantes alélicas encontradas na população em estudo, nenhuma diferença 
estatisticamente significativa foi mantida após a correção de Bonferroni ter sido aplicada. 
Tabela 14. Comparação das frequências alélicas do gene MICA entre os homens pertencentes aos 
grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
      Alelos 
Homens com falha de                      
implantação 
(2n = 108) 
Homens férteis 
(2n = 258) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
N % n % 
MICA*001:00 02 1,85 03 1,16 - - 
MICA*002:01 13 12,04 48 18,60 ns - 
MICA*004:00 14 12,96 27 10,47 ns - 
MICA*006:00 0 0 0 0 - - 
MICA*007:01 04 3,70 08 3,10 - - 
MICA*008:01/04 27 25,00 58 22,48 ns - 
MICA*008:01:02 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:02 01 0,93 02 0,78 - - 
MICA*009:01 15 13,89 37 14,34 ns - 
MICA*010:01 09 8,33 15 5,81 ns - 
MICA*011:00 03 2,78 06 2,33 - - 
MICA*012:01 02 1,85 08 3,10 - - 
MICA*015:00 0 0 02 0,78 - - 
MICA*016:00 04 3,70 08 3,10 - - 
MICA*017:00 07 6,48 03 1,16 0,008/0,176 5,8 [1,5-23,2] 
MICA*018:01 04 3,70 11 4,26 - - 
MICA*019:00 01 0,93 01 0,39 - - 
MICA*020:00 0 0 0 0 - - 
MICA*027:00 0 0 17 6,59 0,004/0,08 0,06 [0,003-1,0] 
MICA*041:00 01 0,93 0 0 - - 
MICA*045:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*049:00 01 0,93 02 0,78 - - 
MICA*052:00 0 0 0 0 - - 
MICA*057:00 0 0 0 0 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
 
As análises estatísticas referentes aos 93 genótipos distintos encontrados do gene 
MICA não mostraram diferenças significativas em relação às comparações entre os casais 
pertencentes ao grupo controle fértil não gestante e os casais pertencentes ao grupo com 
falha de implantação embrionária (Tabela 15).  
Tabela 15. Comparação das frequências genotípicas do gene MICA entre casais IF e casais FW.  
         Genótipos 
Casais com falha de                      
implantação 
         (n = 112) 
Casais férteis 
(n = 256) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
MICA*001:00/*002:01 01 0,89 02 0,78 - - 
MICA*002:01/*002:01 04 3,57 06 2,34 - - 
MICA*001:00/*004:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*004:00 02 1,79 16 6,25 ns - 
MICA*004:00/*004:00 04 3,57 05 1,95 - - 
MICA*002:01/*007:01 0 0 03 1,17 - - 
MICA*004:00/*007:01 0 0 01 0,39 - - 




MICA*002:01/*008:01/04 10 8,93 24 9,38 ns - 
MICA*004:00/*008:01/04 08 7,14 13 5,08 ns - 
MICA*006:00/*008:01/04 0 0 01 0,39 - - 
MICA*007:01/*008:01/04 05 4,46 07 2,73 - - 
MICA*008: 01/04/*008:01/04 06 5,36 16 6,25 ns - 
MICA*002:01/*008:01:02 0 0 01 0,39 - - 
MICA*007:01/*008:01:02 01 0,89 0 0 - - 
MICA*009:01/*008:02 0 0 02 0,78 - - 
MICA*018:01/*008:02 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*001:00/*009:01 01 0,89 0 0 - - 
MICA*002:01/*009:01 01 0,89 09 3,52 0,025/2,325 0,13 [0,02-1,0] 
MICA*004:00/*009:01 02 1,79 08 3,13 - - 
MICA*007:01/*009:01 01 0,89 02 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*009:01 06 5,36 13 5,08 ns - 
MICA*009:01/*009:01 01 0,89 06 2,34 - - 
MICA*001:00/*010:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*010:01 0 0 09 3,52 - - 
MICA*004:00/*010:01 01 0,89 03 1,17 - - 
MICA*008:01/04/*010:01 05 4,46 04 1,56 - - 
MICA*009:01/*010:01 01 0,89 02 0,78 - - 
MICA*010:01/*010:01 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*011:00 01 0,89 0 0 - - 
MICA*004:00/*011:00 02 1,79 02 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*011:00 02 1,79 01 0,39 - - 
MICA*009:01/*011:00 02 1,79 0 0 - - 
MICA*010:01/*011:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*011:00/*011:00 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*012:01 0 0 06 2,34 - - 
MICA*004:00/*012:01 01 0,89 0 0 - - 
MICA*007:01/*012:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*012:01 03 2,68 02 0,78 - - 
MICA*009:01/*012:01 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*010:01/*012:01 0 0 02 0,78 - - 
MICA*011:00/*012:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*001:00/*015:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*015:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*010:01/*015:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*016:00 02 1,79 06 2,34 - - 
MICA*007:01/*016:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*016:00 04 3,57 02 0,78 - - 
MICA*009:01/*016:00 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*010:01/*016:00 01 0,89 0 0 - - 
MICA*011:00/*016:00 01 0,89 04 1,56 - - 
MICA*001:00/*017:00 01 0,89 0 0 - - 
MICA*002:01/*017:00 0 0 03 1,17 - - 
MICA*004:00/*017:00 01 0,89 0 0 - - 
MICA*007:01/*017:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*017:00 01 0,89 02 0,78 - - 
MICA*009:01/*017:00 02 1,79 0 0 - - 
MICA*010:01/*017:00 03 2,68 0 0 - - 
MICA*011:00/*017:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*001:00/*018:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*018:01 0 0 02 0,78 - - 
MICA*004:00/*018:01 01 0,89 04 1,56 - - 
MICA*008:01/04/*018:01 05 4,46 02 0,78 - - 
MICA*009:01/*018:01 02 1,79 04 1,56 - - 
MICA*010:01/*018:01 0 0 02 0,78 - - 
MICA*012:01/*018:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*015:00/*018:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*016:00/*018:01 01 0,89 0 0 - - 
MICA*017:00/*018:01 0 0 01 0,39 - - 
MICA*002:01/*019:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*004:00/*019:00 0 0 02 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*019:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*009:01/*019:00 01 0,89 0 0 - - 
MICA*010:01/*019:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*011:00/*019:00 01 0,89 0 0 - - 




MICA*002:01/*027:00 01 0,89 02 0,78 - - 
MICA*004:00/*027:00 01 0,89 02 0,78 - - 
MICA*007:01/*027:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*027:00 0 0 05 1,95 - - 
MICA*009:01/*027:00 0 0 03 1,17 - - 
MICA*010:01/*027:00 0 0 04 1,56 - - 
MICA*011:00/*027:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*016:00/*027:00 0 0 02 0,78 - - 
MICA*018:01/*027:00 0 0 02 0,78 - - 
MICA*004:00/*041:00 01 0,89 0 0 - - 
MICA*004:00/*045:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*004:00/*049:00 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*049:00 01 0,89 03 1,17 - - 
MICA*009:01/*049:00 01 0,89 01 0,39 - - 
MICA*019:00/*049:00 0 0 01 0,39 - - 
MICA*008:01/04/*052:00 0 0 02 0,78 - - 
MICA*004:00/*057:00 0 0 01 0,39 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
 
Nas comparações por gênero, o genótipo MICA*008:01/04/*016:00 foi 
significativamente mais frequente nas mulheres pertencentes ao grupo com falha de 
implantação embrionária se comparadas as mulheres pertencentes ao grupo controle fértil 
não gestante (Tabela 16). No entanto, não foram encontradas diferenças significativas entre 
os genótipos distintos do gene MICA pertencentes aos homens dos dois grupos de estudo 
(IF e FW) (Tabela 17). Devido ao número elevado de variantes genotípicas encontradas na 
população em estudo, nenhuma diferença estatisticamente significativa foi mantida após a 
correção de Bonferroni ter sido aplicada. 
 
Tabela 16. Comparação das frequências genotípicas do gene MICA entre as mulheres pertencentes 
aos grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
       Genótipos 
Mulheres com falha de                      
implantação 
(n = 58) 
Mulheres 
férteis 
(n = 127) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
MICA*001:00/*002:01 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*002:01/*002:01 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*001:00/*004:00 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*004:00 0 0 08 6,30 ns - 
MICA*004:00/*004:00 03 5,17 05 3,94 ns - 
MICA*002:01/*007:01 0 0 01 0,79 - - 
MICA*004:00/*007:01 0 0 01 0,79 - - 
MICA*001:00/*008:01/04 02 3,45 01 0,79 - - 
MICA*002:01/*008:01/04 06 10,34 14 11,02 ns - 
MICA*004:00/*008:01/04 05 8,62 07 5,51 ns - 
MICA*006:00/*008:01/04 0 0 01 0,79 - - 
MICA*007:01/*008:01/04 01 1,72 03 2,36 - - 
MICA*008:01/04/*008:01/04 03 5,17 07 5,51 ns - 
MICA*002:01/*008:01:02 01 1,72 0 0 - - 
MICA*007:01/*008:01:02 01 1,72 0 0 - - 
MICA*009:01/*008:02 0 0 0 0 - - 
MICA*018:01/*008:02 0 0 01 0,79 - - 
MICA*001:00/*009:01 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*009:01 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*004:00/*009:01 0 0 04 3,15 - - 
MICA*007:01/*009:01 01 1,72 01 0,79 - - 




MICA*009:01/*009:01 0 0 02 1,57 - - 
MICA*001:00/*010:01 0 0 01 0,79 - - 
MICA*002:01/*010:01 0 0 06 4,72 - - 
MICA*004:00/*010:01 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*008:01/04/*010:01 03 5,17 03 2,36 ns - 
MICA*009:01/*010:01 0 0 0 0 - - 
MICA*010:01/*010:01 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*011:00 01 1,72 0 0 - - 
MICA*004:00/*011:00 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*008:01/04/*011:00 02 3,45 01 0,79 - - 
MICA*009:01/*011:00 02 3,45 0 0 - - 
MICA*010:01/*011:00 0 0 0 0 - - 
MICA*011:00/*011:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*002:01/*012:01 0 0 02 1,57 - - 
MICA*004:00/*012:01 0 0 0 0 - - 
MICA*007:01/*012:01 0 0 01 0,79 - - 
MICA*008:01/04/*012:01 02 3,45 01 0,79 - - 
MICA*009:01/*012:01 01 1,72 0 0 - - 
MICA*010:01/*012:01 0 0 02 1,57 - - 
MICA*011:00/*012:01 0 0 0 0 - - 
MICA*001:00/*015:00 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*015:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*010:01/*015:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*002:01/*016:00 01 1,72 03 2,36 - - 
MICA*007:01/*016:00 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*016:00 03 5,17 0 0 0,029/1,914 16,1 [0,8-316,8] 
MICA*009:01/*016:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*010:01/*016:00 0 0 0 0 - - 
MICA*011:00/*016:00 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*001:00/*017:00 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*017:00 0 0 03 2,36 - - 
MICA*004:00/*017:00 0 0 0 0 - - 
MICA*007:01/*017:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*008:01/04/*017:00 01 1,72 01 0,79 - - 
MICA*009:01/*017:00 0 0 0 0 - - 
MICA*010:01/*017:00 0 0 0 0 - - 
MICA*011:00/*017:00 0 0 0 0 - - 
MICA*001:00/*018:01 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*018:01 0 0 02 1,57 - - 
MICA*004:00/*018:01 01 1,72 02 1,57 - - 
MICA*008:01/04/*018:01 03 5,17 01 0,79 ns - 
MICA*009:01/*018:01 01 1,72 03 2,36 - - 
MICA*010:01/*018:01 0 0 01 0,79 - - 
MICA*012:01/*018:01 0 0 0 0 - - 
MICA*015:00/*018:01 0 0 0 0 - - 
MICA*016:00/*018:01 01 1,72 0 0 - - 
MICA*017:00/*018:01 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*019:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*004:00/*019:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*008:01/04/*019:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*009:01/*019:00 0 0 0 0 - - 
MICA*010:01/*019:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*011:00/*019:00 01 1,72 0 0 - - 
MICA*002:01/*020:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*002:01/*027:00 01 1,72 0 0 - - 
MICA*004:00/*027:00 01 1,72 0 0 - - 
MICA*007:01/*027:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*008:01/04/*027:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*009:01/*027:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*010:01/*027:00 0 0 0 0 - - 
MICA*011:00/*027:00 0 0 0 0 - - 
MICA*016:00/*027:00 0 0 02 1,57 - - 
MICA*018:01/*027:00 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*041:00 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*045:00 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*049:00 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*049:00 01 1,72 02 1,57 - - 




MICA*019:00/*049:00 0 0 01 0,79 - - 
MICA*008:01/04/*052:00 0 0 02 1,57 - - 
MICA*004:00/*057:00 0 0 01 0,79 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
Tabela 17. Comparação das frequências genotípicas do gene MICA entre os homens pertencentes 
aos grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
       Genótipos 
Homens com falha de                      
implantação 
(n = 54) 
Homens 
férteis 
(n = 129) 
p-value/pc* OR [IC 95%]* 
n % n % 
MICA*001:00/*002:01 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*002:01 03 5,56 04 3,10 ns - 
MICA*001:00/*004:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*002:01/*004:00 02 3,70 08 6,20 ns - 
MICA*004:00/*004:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*002:01/*007:01 0 0 02 1,55 - - 
MICA*004:00/*007:01 0 0 0 0 - - 
MICA*001:00/*008:01/04 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*008:01/04 04 7,41 10 7,75 ns - 
MICA*004:00/*008:01/04 03 5,56 06 4,65 ns - 
MICA*006:00/*008:01/04 0 0 0 0 - - 
MICA*007:01/*008:01/04 04 7,41 04 3,10 ns - 
MICA*008:01/04/*008:01/04 03 5,56 09 6,98 ns - 
MICA*002:01/*008:01:02 0 0 01 0,78 - - 
MICA*007:01/*008:01:02 0 0 0 0 - - 
MICA*009:01/*008:02 0 0 02 1,55 - - 
MICA*018:01/*008:02 01 1,85 0 0 - - 
MICA*001:00/*009:01 01 1,85 0 0 - - 
MICA*002:01/*009:01 0 0 07 5,43 ns - 
MICA*004:00/*009:01 02 3,70 04 3,10 - - 
MICA*007:01/*009:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*009:01 04 7,41 09 6,98 ns - 
MICA*009:01/*009:01 01 1,85 04 3,10 - - 
MICA*001:00/*010:01 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*010:01 0 0 03 2,33 - - 
MICA*004:00/*010:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*010:01 02 3,70 01 0,78 - - 
MICA*009:01/*010:01 01 1,85 02 1,55 - - 
MICA*010:01/*010:01 01 1,85 01 0,78 - - 
MICA*002:01/*011:00 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*011:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*011:00 0 0 0 0 - - 
MICA*009:01/*011:00 0 0 0 0 - - 
MICA*010:01/*011:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*011:00/*011:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*002:01/*012:01 0 0 04 3,10 - - 
MICA*004:00/*012:01 01 1,85 0 0 - - 
MICA*007:01/*012:01 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*012:01 01 1,85 01 0,78 - - 
MICA*009:01/*012:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*010:01/*012:01 0 0 0 0 - - 
MICA*011:00/*012:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*001:00/*015:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*015:00 0 0 0 0 - - 
MICA*010:01/*015:00 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*016:00 01 1,85 03 2,33 - - 
MICA*007:01/*016:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*016:00 01 1,85 02 1,55 - - 
MICA*009:01/*016:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*010:01/*016:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*011:00/*016:00 0 0 02 1,55 - - 
MICA*001:00/*017:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*002:01/*017:00 0 0 0 0 - - 




MICA*007:01/*017:00 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*017:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*009:01/*017:00 02 3,70 0 0 - - 
MICA*010:01/*017:00 03 5,56 0 0   
MICA*011:00/*017:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*001:00/*018:01 0 0 01 0,78 -  
MICA*002:01/*018:01 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*018:01 0 0 02 1,55 - - 
MICA*008:01/04/*018:01 02 3,70 01 0,78 - - 
MICA*009:01/*018:01 01 1,85 01 0,78 - - 
MICA*010:01/*018:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*012:01/*018:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*015:00/*018:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*016:00/*018:01 0 0 0 0 - - 
MICA*017:00/*018:01 0 0 01 0,78 - - 
MICA*002:01/*019:00 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*019:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*019:00 0 0 0 0 - - 
MICA*009:01/*019:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*010:01/*019:00 0 0 0 0 - - 
MICA*011:00/*019:00 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*020:00 0 0 0 0 - - 
MICA*002:01/*027:00 0 0 02 1,55 - - 
MICA*004:00/*027:00 0 0 02 1,55 - - 
MICA*007:01/*027:00 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*027:00 0 0 04 3,10 - - 
MICA*009:01/*027:00 0 0 02 1,55 - - 
MICA*010:01/*027:00 0 0 04 3,10 - - 
MICA*011:00/*027:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*016:00/*027:00 0 0 0 0 - - 
MICA*018:01/*027:00 0 0 02 1,55 - - 
MICA*004:00/*041:00 01 1,85 0 0 - - 
MICA*004:00/*045:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*004:00/*049:00 01 1,85 01 0,78 - - 
MICA*008:01/04/*049:00 0 0 01 0,78 - - 
MICA*009:01/*049:00 0 0 0 0 - - 
MICA*019:00/*049:00 0 0 0 0 - - 
MICA*008:01/04/*052:00 0 0 0 0 - - 
MICA*004:00/*057:00 0 0 0 0 - - 
*p-value: Fisher’s exact test; pc: valor de p multiplicado pelo número de alelos distintos encontrados (correção de Bonferroni); 
*OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; os resultados em negrito são estatisticamente significativos, ns: não 
significativo. 
 
5.3.11. Níveis de MICA solúvel em pacientes com falha de implantação embrionária e 
controles férteis não gestantes 
 
 Os níveis de MICA solúvel (sMICA) circulante nas mulheres pertencentes ao grupo 
com falha de implantação embrionária (n = 45) e nas mulheres pertencentes ao grupo 
controle fértil não gestante (n = 110) foram quantificados no soro, os quais foram 
considerados como níveis de MICA solúvel total (sMICAtot), e nas suspensões de vesículas 
extracelulares derivadas do soro das mesmas mulheres, os quais foram considerados como 
níveis de MICA solúvel vesicular (sMICAEV). Nesta análise, os níveis de sMICAtot (mediana + 
variação, ng/ml) demonstram ser significativamente mais altos em mulheres pertencentes ao 
grupo controle fértil não gestante [0,6 (0,0 – 2,2); p = 0,02] se comparados aos níveis de 
sMICAtot em mulheres com falha de implantação [0,3 (0,0 – 2,2); Figura 10A]. Os níveis de 




não gestantes [0,03 (0,0 – 0,2); p < 0,0001] se comparados aos níveis de sMICAEV em 
mulheres com falha de implantação embrionária [0,0 (0,0 – 0,1); Figura 10B].  
 
 
Figura 10. Níveis de sMICA em mulheres com falha de implantação embrionária e em mulheres 
férteis não gestantes. (A) Níveis de sMICAtot elevados no grupo FW (n = 110) se comparados ao 
grupo IF (n = 45). (B) Níveis de sMICAEV elevados no grupo FW (n = 110) se comparados ao grupo IF 
(n = 45). Os dados estão apresentados em mediana + amplitude inter-quartil; Mann-Whitney test; IF: 
falha de implantação; FW: mulheres férteis não gestantes. 
 
5.3.12. Associação de alelos do gene MICA com níveis de MICA solúvel 
 
 Alguns alelos do gene MICA mostraram estar particularmente relacionados tanto aos 
níveis totais de sMICA quanto aos níveis vesiculares de sMICA. Todas as amostras de soro 
e suspensões de vesículas extracelulares derivadas de mulheres pertencentes aos grupos 
IF (n = 45) e FW (n = 110), que foram quantificadas para sMICA (sMICAtot e sMICAEV) e que 
possuem genótipo para o gene MICA simultaneamente participaram dessa análise. As 
mulheres foram categorizadas como portadoras ou não portadoras do alelo estudado. 
Somente foram testados para associação com os níveis de sMICAtot e com os níveis de 
sMICAEV os alelos do gene MICA que apresentaram um número de portadoras suficientes (n 
≥ 5). Os resultados obtidos demonstraram que nas análises referentes ao grupo de 
mulheres com falha de implantação, os alelos MICA*004:00 e MICA*008:01/04 estão 
associados à níveis elevados de sMICAtot e o alelo MICA*002:01 está associado à níveis 
reduzidos de sMICAtot. No entanto, nenhum alelo mostrou relação com os níveis de sMICAEV 
neste grupo. Nas análises referentes ao grupo de mulheres férteis não gestantes os alelos 
MICA*004:00, MICA*009:01 e MICA*008:01/04 mostraram associação com níveis 
aumentandos de sMICAtot, enquanto os alelos MICA*002:01 e MICA*010:01 mostraram 
associação com níveis reduzidos de sMICAtot. Na análise referente a associação entre os 
alelos do gene MICA com os níveis de sMICAEV e mulheres férteis não gestantes, o alelo 
MICA*008:01/04 mostrou associação com níveis aumentados de sMICAEV, enquanto os 




sMICAEV (Tabela 18). Interessante notar que os alelos MICA*008:01/04, MICA*004:00 e 
MICA*002:01 estão associados com níveis de expressão das moléculas sMICAtot 
independente da condição dos grupos de estudo. Devido ao número elevado de variantes 
alélicas analisadas, somente algumas associações estatisticamente significativas se 
mantiveram após a correção de Bonferroni ter sido aplicada. 
Tabela 18. Associação dos alelos do gene MICA com os níveis de sMICAtot e sMICAEV em mulheres 
pertencentes aos grupos falha de implantação e controle fértil não gestante. 
Alelos MICA 
Mulheres com Falha de Implantação embrionária 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sMICAtot ng/ml (mediana, 
variação) n 
sMICAtot ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
MICA*002:01 0,15 (0,0 – 2,2) 09 0,4 (0,04 – 1,2) 36 0,01/0,07 
MICA*004:00 0,55 (0,2 – 1,2) 10 0,2 (0,0 – 2,2) 35 0,03/0,21 
MICA*008:01/04 0,5 (0,1 – 1,2) 23 0,2 (0,0 – 2,2) 22 0,01/0,07 
MICA*009:01 0,2 (0,1 – 1,0) 07 0,3 (0,0 – 2,2) 38 ns 
MICA*011:00 0,2 (0,01 – 0,3) 07 0,4 (0,0 – 2,2) 38 ns 
MICA*016:00 0,3 (0,0 – 1,2) 06 0,3 (0,0 – 2,2) 39 ns 
MICA*018:01 0,2 (0,04 – 0,2) 05 0,3 (0,0 – 2,2) 40 ns 
 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sMICAEV ng/ml (mediana, 
variação) n 
sMICAEV ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
MICA*002:01 0,0 (0,0 – 0,01) 09 0,0 (0,0 – 0,1) 36 ns 
MICA*004:00 0,0 (0,0 – 0,01) 10 0,0 (0,0 – 0,1) 35 ns 
MICA*008:01/04 0,0 (0,0 – 0,1) 23 0,0 (0,0 – 0,05) 22 ns 
MICA*009:01 0,0 (0,0 – 0,04) 07 0,0 (0,0 – 0,1) 38 ns 
MICA*011:00 0,0 (0,0 – 0,05) 07 0,0 (0,0 – 0,1) 38 ns 
MICA*016:00 0,0 (0,0 – 0,1) 06 0,0 (0,0 – 0,1) 39 ns 
MICA*018:01 0,0 (0,0 – 0,1) 05 0,0 (0,0 – 0,1) 40 ns 
Alelos MICA 
Mulheres Férteis 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sMICAtot ng/ml (mediana, 
variação) n 
sMICAtot ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
MICA*002:01 0,3 (0,0 – 1,0) 42 0,9 (0,0 – 2,2) 68 <0,0001/0,0009 
MICA*004:00 0,9 (0,1 – 1,9) 30 0,4 (0,0 – 2,2) 80 0,0007/0,006 
MICA*007:01 0,4 (0,0 – 0,7) 07 0,6 (0,0 – 2,2) 103 ns 
MICA*008:01/04 0,8 (0,2 – 2,2) 45 0,5 (0,0 – 1,9) 65 0,00020/0,001 
MICA*009:01 1,0 (0,4 – 2,2) 16 0,5 (0,0 – 2,0) 94 0,002/0,01 
MICA*010:01 0,0 (0,0 – 0,8) 15 0,6 (0,0 – 2,2) 95 <0,0001/0,0009 
MICA*016:00 0,6 (0,3 – 1,2) 06 0,6 (0,0 – 2,2) 104 ns 
MICA*018:01 0,5 (0,0 – 0,7) 09 0,6 (0,0 – 2,2) 101 ns 
MICA*019:00 1,4 (0,3 – 1,9) 05 0,5 (0,0 – 2,2) 105 ns 
 
Portadoras do alelo  Não portadoras do alelo   
sMICAEV ng/ml (mediana, 
variação) n 
sMICAEV ng/ml (mediana, 
variação) n p-value/pc* 
MICA*002:01 0,0 (0,0 – 0,1) 42 0,05 (0,0 – 0,25) 68 <0,0001/0,0009 
MICA*004:00 0,04 (0,0 – 0,25) 30 0,02 (0,0 – 0,2) 80 ns 
MICA*007:01 0,0 (0,0 – 0,1) 07 0,03 (0,0 – 0,25) 103 ns 
MICA*008:01/04 0,06 (0,0 – 0,25) 45 0,01 (0,0 – 0,2) 65 0,0001/0,0009 
MICA*009:01 0,04 (0,0 – 0,2) 16 0,02 (0,0 – 0,25) 94 ns 
MICA*010:01 0,0 (0,0 – 0,1) 15 0,03 (0,0 – 0,25) 95 0,03/0,27 
MICA*016:00 0,1 (0,02 – 0,13) 06 0,02 (0,0 – 0,25) 104 ns 
MICA*018:01 0,0 (0,0 – 0,15) 09 0,03 (0,0 – 0,25) 101 ns 
MICA*019:00 0,05 (0,0 – 0,2) 05 0,03 (0,0 – 0,25) 105 ns 






5.3.13. Níveis de MICB solúvel em pacientes com falha de implantação embrionária e 
controles férteis não gestantes 
 
 Os níveis de MICB solúvel (sMICB) circulante nas mulheres pertencentes ao grupo 
com falha de implantação embrionária e nas mulheres pertencentes ao grupo controle fértil 
não gestante foram quantificados no soro, os quais foram considerados como níveis de 
MICB solúvel total (sMICBtot), e nas suspensões de vesículas extracelulares derivadas do 
soro das mesmas mulheres, os quais foram considerados como níveis de MICB solúvel 
vesicular (sMICBEV).  Todas as amostras quantificadas com sucesso tanto para sMICBtot 
quanto para sMICBEV entraram nesta análise (IF = 42, FW = 113). Como mostra a Figura 
11A e 11B, os níveis de sMICB (sMICBtot e sMICBEV) não mostraram diferenças 
significativas na comparações entre os grupos de estudo IF e FW.  
 
 
Figura 11. Níveis de sMICB em mulheres com falha de implantação e em mulheres férteis não 
gestantes. (A) Não foram encontradas diferenças significativas na concentração de sMICBtot entre as 
mulheres dos grupos IF (n = 42) e FW (n = 113). (B) Não foram encontradas diferenças significativas 
na concentração de sMICBEV entre as mulheres dos grupos IF (n = 42) e FW (n = 113). Os dados 
estão apresentados em mediana + amplitude inter-quartil; ns: não-significativo; Mann-Whitney test; IF: 
falha de implantação; FW: mulheres férteis não gestantes. 
 
5.3.14 Níveis de ULBP-2 solúvel em pacientes com falha de implantação embrionária e 
controles férteis não gestantes 
 
 Os níveis de ULBP-2 solúvel (sULBP-2) circulante nas mulheres pertencentes ao 
grupo com falha de implantação embrionária e nas mulheres pertencentes ao grupo controle 
fértil não gestante foram quantificados no soro, os quais foram considerados como níveis de 
ULBP-2 solúvel total (sULBP-2tot), e nas suspensões de vesículas extracelulares derivadas 
do soro das mesmas mulheres, os quais foram considerados como níveis de ULBP-2 solúvel 
vesicular (sULBP-2EV). Todas as amostras quantificadas com sucesso tanto para sULBP-2tot 




que os níveis de sULBP-2tot (mediana + variação, ng/ml) são significativamente mais altos 
em mulheres pertencentes ao grupo com falha de implantação embrionária [0,03 (0,0 – 0,1); 
p < 0,0001] se comparados aos níveis de sULBP-2tot em mulheres férteis não gestantes [0,0 
(0,0 – 0,4); Figura 12A]. Os níveis de sULBP-2EV também mostraram níveis 
significativamente mais elevados em mulheres com falha de implantação [0,01 (0,0 – 0,1); p 
< 0,0001] se comparados aos níveis de sULBP-2EV em mulheres férteis não gestantes [0,0 
(0,0 – 0,1); Figura 12B]. 
 
 
Figura 12. Níveis de sULBP-2 em mulheres com falha de implantação embrionária e em 
mulheres férteis não gestantes. (A) Níveis de sULBP-2tot elevados no grupo IF (n = 27) se 
comparados ao grupo FW (n = 89). (B) Níveis de sULBP-2EV elevados no grupo IF (n = 27) se 
comparados ao grupo FW (n = 89). Os dados estão apresentados em mediana + amplitude inter-






Repetidas falhas de implantação embrionária continuam sendo um sério problema 
para as clínicas de medicina reprodutiva. As ferramentas de diagnóstico para identificação 
de pacientes em risco de falha de implantação são limitadas e as opções terapêuticas para 
essas pacientes estão longe de serem estabelecidas (Toth et al., 2011). Consequentemente, 
marcadores diagnósticos para a ocorrência e compreensão de distúrbios implantacionais, 
que em última análise auxiliariam na prática clínica, são desejáveis. As moléculas HLA de 
Classe I não clássicas e moléculas do tipo-HLA são candidatas promissoras, uma vez que 
(i) representam papéis essenciais durante o período gestacional, como a imunossupressão 
e imunoestimulação sistêmica materna (Djurisic e Hviid, 2014), (ii) podem ser secretadas 
como moléculas solúveis livres ou via vesículas extracelulares no sangue periférico materno 
e (iii) os níveis de expressão de algumas dessas moléculas estão relacionados com 
polimorfismos de seu gene cognato.  
Os resultados apresentados no Capítulo I desta Tese se constituem numa das 
primeiras indicações sobre um papel imunomodulador de EVs circulantes durante o período 
gestacional. EVs derivadas do sangue periférico de mulheres no segundo trimestre 
gestacional, apresentaram uma concentração aumentada das citocinas TGF-β1 e IL-10 e a 
capacidade de intensificar a atividade de caspase-3 em células NK CD56dim citotóxicas. 
Essas observações são importantes na medida em que introduzem novas evidências para 
entender como EVs desempenham um papel no estabelecimento e/ou manutenção da 
gravidez e porque certas células secretam ou não EVs no curso gestacional. No entanto, 
observações no perfil de expressão em EVs relacionadas à processos gestacionais 
patológicos aguardam por ser avaliadas.  
Com esse intuito, investigou-se a associação entre a variabilidade dos genes HLA-G, 
HLA-E e MICA e o perfil de expressão de moléculas HLA não clássicas (HLA-G/-E) e 
moléculas tipo-HLA (MICA/B e ULBP-2) em sangue periférico nas suas duas formas 
solúveis, total e carreadas por EVs, em casos de falha de implantação embrionária e em 
controles férteis não gestantes. Os nossos resultados foram fortemente sugestivos sobre a 
existência de alterações alélicas, genotípicas e haplotípicas com o perfil de expressão das 
moléculas analisadas neste estudo. 
Em relação ao gene HLA-G e conforme resultados apresentados e já discutidos no 
Capítulo II desta Tese, observou-se frequência aumentada da variante alélica HLA-G 
14pb/del e, consequentemente, níveis aumentados de HLA-G solúvel total em mulheres com 
falha de implantação embrionária. Os resultados evidenciam que o alelo HLA-G 14pb/del 
mostra-se associado com níveis aumentados de HLA-G solúvel vesicular, também é 




secreção e na via de expressão da molécula de HLA-G. No entanto, no que se refere às 
associações entre este polimorfismo e complicações gestacionais, os resultados são ainda 
controversos e as evidências insuficientes para uma relação conclusiva entre o polimorfismo 
14pb ins/del e o risco de falha de implantação, abortamento recorrente ou pré-eclampsia 
(Hviid, Hylenius, et al., 2004; Enghelabifar et al., 2014; Fan et al., 2014; Mando et al., 2015).  
Outras associações alélicas e genotípicas que não mantiveram a significância 
estatística após a correção de Bonferroni, merecem ser comentadas. Os alelos HLA-
G*01:01:03 e HLA-G*01:04:04 mostraram-se como possíveis fatores de proteção às falhas 
implantacionais, na medida em que foram significativamente mais frequentes em casais 
férteis não gestantes. A associação entre casais férteis não gestantes e o alelo HLA-
G*01:04:04 está sendo mencionada pela primeira vez. A associação entre complicações 
gestacionais e o alelo HLA-G*01:01:03 já havia sido reportada anteriormente, porém 
apresentando resultados controversos. Num estudo realizado anteriormente por nosso 
grupo, em casais com abortamento recorrente e controles férteis, observou-se que o alelo 
referido como G*01:01A (compreendendo as variantes alélicas: G*01:01:01, G*01:01:02, 
G*01:01:03, G*01:01:04, G*01:01:05 e G*01:01:06) apresentou maior frequência em 
mulheres consideradas férteis (Vargas et al., 2011). Por outro lado, outro estudo, também 
relacionado a aborto de repetição, demonstrou que o alelo HLA-G*01:01:03 foi mais 
frequente nos casos de aborto, representando neste caso um fator de risco (Abbas et al., 
2004). A diferença entre o número de indivíduos genotipados nos estudos reportados, pode 
estar relacionada com a divergência nos resultados encontrados. No presente estudo, nas 
comparações entre os grupos de acordo com o gênero, o alelo HLA-G*01:01:03 manteve-se 
como um fator de proteção, na medida em que foi significativamente mais frequente em 
homens considerados férteis. A genotipagem do gene HLA-G em uma coorte maior de 
indivíduos pertencentes aos dois grupos de estudo seria necessária para a confirmação 
desses resultados. 
Em relação aos genótipos do gene HLA-G, este estudo evidencia pela primeira vez a 
associação dos genótipos HLA-G*01:01:02/*01:01:08 e HLA-G*01:01:08/*01:04:01 com o  
risco de falha de implantação. Estes dois genótipos foram observados com maior frequência 
tanto nos casais com falha de implantação embrionária quando comparados à casais férteis 
não gestantes, quanto nos homens com falha de implantação embrionária nas comparações 
de acordo com o gênero.  
A interpretação dos resultados relacionados ao gene HLA-G torna-se mais complexa 
quando incluímos seus níveis de expressão, assumindo-se serem os mesmos afetados por 
fatores genéticos. Num estudo conduzido por Rebmann e colaboradores, em indivíduos 
considerados saudáveis, os alelos HLA-G*01:01:03 e HLA-G*01:05N foram reportados  




alto secretor de sHLA-G (Rebmann et al., 2001). Diferentes associações foram encontradas 
no nosso estudo. O alelo HLA-G*01:01:01, considerado isoladamente, está associado à 
valores significativamente mais altos de sHLA-Gtot e sHLA-GEV em mulheres com falha de 
implantação embrionária. Resultado que pode estar relacionado diretamente ao fato de as 
mulheres com falha de implantação apresentarem um valor aumentado de sHLA-G se 
comparadas à mulheres férteis não gestantes, na medida em que esse alelo foi o mais 
frequente na população de mulheres com falha de implantação (40,16%). Em outro estudo 
do nosso grupo, comparações entre mulheres que apresentaram sucesso no tratamento de 
reprodução assistida versus insucesso, observou-se que o alelo HLA-G*01:01:01 foi 
significativamente mais frequente nas mulheres que responderam favoravelmente ao 
tratamento (Costa et al., 2016 (Print)). O alelo HLA-G*01:01:03 está associado à níveis 
aumentados de sHLA-Gtot em mulheres férteis não gestantes, contrariando o estudo 
mencionado acima, e o alelo HLA-G*01:01:02 está associado à níveis reduzidos de sHLA-
GEV em mulheres com falha de implantação embrionária. No caso de associações isoladas 
de alelos de HLA-G com os níveis de expressão dessa molécula, é importante considerar a 
provável influência de outros polimorfismos em regiões regulatórias do gene como 5’URR 
(região 5’ reguladora a montante do promotor) e 3’UTR (região 3’ não traduzida).  
De fato, como mencionado anteriormente, no presente estudo observou-se uma 
frequência aumentada do alelo HLA-G 14pb/del e níveis aumentados de sHLA-Gtot em 
mulheres com falha de implantação. Evidência que nos levou a investigação de haplótipos 
entre os alelos do gene HLA-G e o polimorfismo 14pb ins/del e a sua provável influência nos 
níveis de moléculas sHLA-G. Os haplótipos HLA-G*01:01:08/14pb del e HLA-
G*01:04:01/14pb del estão associados à mulheres com falha de implantação embrionária. 
Os mesmos haplótipos foram encontrados com frequências aumentadas em pacientes com 
abortamento recorrente no estudo de (Vargas et al., 2011) citado anteriormente, sugerindo 
prováveis haplótipos de risco para complicações gestacionais. Em relação aos níveis de 
moléculas de sHLA-G circulantes, dois perfis haplotípicos foram observados em mulheres 
com falha de implantação: o haplótipo HLA-G*01:01:01/ 14pb del associado à níveis 
elevados de sHLA-Gtot e sHLA-GEV e o haplótipo HLA-G*01:01:02/ 14pb ins associado à 
níveis diminuídos de sHLA-GEV em mulheres com falha de implantação embrionária. Esses 
resultados em conjunto corroboram a hipótese de que o alelo 14pb/del está associado à 
falha de implantação embrionária e consequentemente à níveis aumentados de sHLA-G, 
influenciando, desta maneira, a via de expressão da molécula de HLA-G, independente da 
forma, o que estaria relacionado com a estabilidade do RNA mensageiro gerado pelos 
portadores desta variante alélica (Djurisic et al., 2015).  
Os resultados da genotipagem do gene HLA-E não revelaram qualquer diferença 




gestantes. Os receptores inibidores CD94/NKG2A, receptores do tipo lectina, são expressos 
nos linfócitos deciduais (Miki et al., 1998) e a molécula de HLA-E é o principal ligante 
conhecido deste receptor (Borrego et al., 1998). Assumindo-se que os linfócitos deciduais 
possam reconhecer HLA-E e admitindo-se papéis diferenciais entre os alelos HLA-E*01:01 e 
HLA-E*01:03 (Celik et al., 2016), poderíamos especular que os polimorfismos do gene HLA-
E de alguma forma condicionariam as reações imunológicas entre os linfócitos deciduais e o 
trofoblasto. Em estudos prévios, a distribuição alélica de HLA-E foi similar entre casais com 
complicações gestacionais, como aborto espontâneo recorrente e casais controle férteis, 
corroborando nossos resultados (Steffensen et al., 1998; Kanai, Fujii, Keicho, et al., 2001; 
Pfeiffer et al., 2001). As frequências dos dois alelos de HLA-E definidos pela substituição 
não sinônima na posição 107 (HLA-E*01:01 e -E*01:03) são igualmente distribuídas nas 
diferentes populações, em torno de 50% (Geraghty, Stockschleader, et al., 1992; Grimsley e 
Ober, 1997), o que foi também observado no presente estudo. Não foram observadas 
diferenças significativas entre os níveis de proteína HLA-E solúvel no sangue periférico de 
mulheres com falha de implantação embrionária e mulheres férteis não gestantes, tanto em 
níveis totais de HLA-E (sHLA-Etot) quanto em níveis de HLA-E circulante carreados por 
vesículas extracelulares (sHLA-EEV). E de acordo com esses resultados, não encontramos 
relação significativa entre a expressão de moléculas HLA-E (sHLA-Etot e sHLA-EEV) e os 
diferentes alelos do gene HLA-E (HLA-E*01:01 e -E*01:03). Com base nestes dados, as 
diferenças alélicas, os polimorfismos de HLA-E e os níveis de expressão dessa molécula 
parecem ter pouco ou quase nenhum envolvimento na patogênese de casos de falha de 
implantação embrionária. No entanto, seria interessante examinar se os polimorfismos do 
gene HLA-E e os níveis de expressão desta molécula teriam alguma relação com outros 
distúrbios reprodutivos, tais como pré-eclampsia e restrição de crescimento intra-uterino, 
condições nas quais alterações na interação imunológica da interface materno-fetal estariam 
também envolvidas. 
A investigação de moléculas do tipo-HLA, ligantes do receptor NKG2D, como 
MICA/B e ULBPs também tem relevância na medida em que a sua expressão é induzida por 
estresse celular e representam um papel importante na imunomodulação durante o 
processo gestacional  (Mincheva-Nilsson e Baranov, 2014). A investigação das variantes 
alélicas e genotípicas do gene MICA revelou associações que merecem ênfase, como por 
exemplo, o alelo MICA*002:01, que apresentou-se como um fator de proteção, por sua 
maior frequência em casais férteis não gestantes quando comparados à casais com falha de 
implantação. Nas comparações de acordo com o gênero, o alelo MICA*027:00 foi mais 
frequente nos homens férteis  e o alelo MICA*017:00 foi mais frequente nos homens com 
falha de implantação. Em relação à análise genotípica, nas comparações de acordo com o 




implantação embrionária. No entanto, uma possível associação entre polimorfismos de 
MICA e situações de complicações gestacionais devem ser levadas em consideração com 
cautela. A importância de polimorfismos nos genes de moléculas ligantes do receptor 
NKG2D ainda não é clara, uma vez que a plasticidade na interação NKG2D/NKG2D-ligante 
permite a este receptor reconhecer um número grande de moléculas distintas mesmo na 
ausência de uma modificação conformacional após a interação com o ligante (Radaev et al., 
2001). No contexto dos polimorfismos do gene MICA especificamente, é importante notar 
que apesar de algumas alterações alélicas de aminoácidos serem bastante significativas 
(Pro/His) e alguns resíduos polimórficos situarem-se muito perto do local de contato com o 
receptor NKG2D, apenas uma variante do gene MICA mostrou afetar a afinidade de ligação 
à NKG2D, mesmo sendo esta uma substituição conservativa (Met/Val, resíduo 129) (Steinle 
et al., 2001; Fernandez-Messina et al., 2012). Por outro lado, variações nas sequências 
gênicas provavelmente estão relacionadas à regulação dos níveis de expressão desta 
molécula (Hue et al., 2004).   
Nossos resultados mais interessantes vinculados às moléculas imunoestimulatórias 
relacionadas ao MHC de Classe I induzidas por estresse são relativos aos seus níveis de 
expressão. Foram observados: (i) níveis diminuídos de sMICAtot e sMICAEV em mulheres 
com falha de implantação quando comparados à mulheres férteis não gestantes; (ii) níveis 
de sMICBtot e sMICBEV sem diferenças significativas nas comparações entre mulheres 
férteis não gestantes e mulheres com falha de implantação e (iii) níveis aumentados de 
ULBP-2tot e ULBP-2EV em mulheres com falha de implantação quando comparados à 
mulheres férteis não gestantes. Embora o RNAm das proteínas MICA/B e ULBP possa ser 
encontrado em baixos níveis em células consideradas normais (Schrambach et al., 2007), 
existe um consenso geral de que a expressão dos ligantes de NKG2D apresentam níveis 
aumentados quando a célula passa por diferentes tipos de estresse (Fernandez-Messina et 
al., 2012). Alguns pontos importantes devem ser considerados ao compararmos moléculas 
ligantes de NKG2D no contexto de patologias: os mecanismos moleculares envolvidos na 
regulação da expressão dessas moléculas sob estresse ainda não é claro, no entanto têm-
se demonstrado que choque-térmico, estresse oxidativo, danos ao DNA e inibição de 
proteassomos induzem a expressão de moléculas ligantes de NKG2D (revisado por (Mistry 
e O'callaghan, 2007)); os efeitos destes diferentes estímulos podem levar à expressões 
diferenciais entre os distintos ligantes de NKG2D, podendo depender do subtipo e/ou do 
status metabólico celular (Fernandez-Messina et al., 2012); análises quanto à estabilidade 
das moléculas ligantes de NKG2D na superfície celular revelaram importantes diferenças na 
meia-vida dessas moléculas que não estão relacionadas à sua forma de ancoragem: MICA 
e ULBP2 são moléculas bastante estáveis (Fernandez-Messina et al., 2011) enquanto MICB 




2009); a secreção de citocinas, como IFN-γ e IFN-α, pode modular os níveis de expressão 
de ligantes de NKG2D (Zhang et al., 2008; Yadav et al., 2009). Entrando em um nível ainda 
maior de complexidade, em diferentes tipos de câncer, a expressão de diferentes moléculas 
ligantes de NKG2D podem estar associadas com um bom ou um mal prognóstico (revisado 
por (Fernandez-Messina et al., 2012)). É extremamente difícil prever os níveis e como a 
expressão dos ligantes de NKG2D poderia afetar a intensidade da resposta imune de uma 
mulher com falha de implantação, uma vez que a expressão destas moléculas depende de 
inúmeros fatores, em particular as citocinas presentes no ambiente que podem tanto induzir 
quanto bloquear a imunomodulação materno-fetal através dos níveis de ligantes de NKG2D 
no soro.  Levando em conta todas as variáveis que estão relacionadas aos níveis de 
expressão dessas moléculas, o seu papel isoladamente como possíveis marcadores 
prognósticos em casos de falha de implantação necessita mais estudos. Além disso, o efeito 
de co-variáveis clínicas, de estilo de vida e, acima de tudo genéticas, são relevantes sobre 
os níveis circulantes destas proteínas, podendo explicar as diferenças encontradas entre os 
grupos de estudo.  
A maneira mais comum conhecida de secreção de ligantes de NKG2D é através da 
clivagem de moléculas ancoradas à membrana celular via metaloproteases (Fernandez-
Messina et al., 2010). No entanto, a secreção destas moléculas parece ser regulada em 
diferentes níveis, incluindo níveis transcricionais, pós-transcricionais (estabilidade de RNAm 
e microRNAs) (Heinemann et al., 2012), pós-traducionais (modificações de proteínas, 
tráfego intercelular e clivagem) (Fernandez-Messina et al., 2010) e, ainda, a secreção destas 
moléculas como parte de vesículas extracelulares (Ashiru et al., 2010). As consequências 
dos diferentes mecanismos de liberação de ligantes de NKG2D parecem ser relevantes em 
relação ao reconhecimento imunológico. Além disso, as isoformas de ligantes de NKG2D 
encontradas no sangue periférico de pacientes podem variar dependendo das 
transformações celulares que cada condição pode causar nas vias necessárias para a 
molécula atingir a superfície celular ou o meio extracelular ou pelo efeito dos diferentes 
alelos codificados por cada indivíduo (Fernandez-Messina et al., 2012).   
Em relação aos alelos de MICA codificados por cada indivíduo e a sua associação 
com os níveis de expressão de moléculas sMICA no sangue periférico, nós demonstramos 
que o alelo MICA*002:01 está associado à níveis diminuídos de sMICAtot independente da 
condição do grupo de estudo e o alelo MICA*010:01 está associado à níveis diminuídos de 
sMICAEV em mulheres férteis não gestantes. Por outro lado, o alelo MICA*009:01 está 
associado à níveis aumentados de sMICAtot em mulheres férteis não gestantes e os alelos 
MICA*004:00 e MICA*008:01/04 estão associados à níveis aumentados de sMICAtot 
independente da condição do grupo de estudo e à níveis aumentados de sMICAEV em 




mais frequente em quase todas as populações estudadas  (Zhang et al., 2001; Marin et al., 
2004), embora este alelo seja distinto dos outros alelos MICA devido ao fato da presença de 
uma inserção de nucleotídeo único na região transmembrana, resultando em uma proteína 
truncada (Mizuki et al., 1997). Além disso, diferentemente dos outros alelos MICA, os quais 
são clivados da superfície celular, resultando em moléculas truncadas após proteólise, o 
alelo MICA*008 possui um mecanismo diferente de liberação da superfície celular, sendo 
geralmente secretado via EVs (Waldhauer et al., 2008). Esta evidência não exclui o fato de 
moléculas sMICA serem encontradas no soro de pacientes, independente de diferenças 
alélicas. De fato, níveis aumentados de sMICA em sangue periférico têm sido associados ao 
alelo MICA*008, corroborando nossos resultados (Hue et al., 2004).  
Enquanto o alelo MICA*008 é geralmente liberado via EVs, muitas moléculas 
MICA/B e ULBP-2 podem ser liberadas como proteínas solúveis ou secretadas via EVs 
dependendo da atividade de metaloproteases na célula de origem (Fernandez-Messina et 
al., 2010). Esta é uma evidência importante, na medida em que torna as vesículas 
extracelulares potentes apresentadoras de ligantes de NKG2D para células imunes efetoras. 
Estudos têm demonstrado que ligantes de NKG2D secretados via EVs são moduladores de 
receptores NKG2D mais efetivos do que móleculas solúveis clivadas de membrana (Ashiru 
et al., 2010; Fernandez-Messina et al., 2012). Ainda assim, os mecanismos que associam 
moléculas sMIC com implantação e perda gestacional, em particular a sua origem e o 






 No presente estudo as seguintes conclusões merecem ser reportadas: 
 
EVs: 
 Evidências de um papel imunomodulador de EVs circulantes durante o período 
gestacional, como a concentração aumentada das citocinas TGF-β1 e IL-10 e a 
capacidade de intensificar a atividade de caspase-3 em células NK CD56dim 
citotóxicas em EVs derivadas de mulheres no segundo trimestre gestacional; 
HLA-G: 
 Foram observados níveis de sHLA-G (sHLA-Gtot e sHLA-GEV) aumentados em 
mulheres com falha de implantação embrionária; 
 Os alelos HLA-G*01:01:03 e HLA-G*01:04:04 apresentaram-se mais frequentes em 
casais férteis não gestantes. O alelo HLA-G*01:01:03 mostrou-se mais frequente em 
homens férteis, enquanto o alelo HLA-G*01:04:01 mostrou-se mais frequente em 
mulheres com  falha de implantação. Os genótipos HLA-G*01:01:02/01:01:08 e HLA-
G*01:01:08/01:04:01 apresentaram-se como possíveis fatores de risco para falha de 
implantação embrionária; 
 Maior frequência do alelo HLA-G 14pb del e, consequentemente, níveis aumentados 
de sHLA-Gtot em mulheres com falha de implantação; 
 Os haplótipos HLA-G*01:01:08/ 14pb del e HLA-G*01:04:01/ 14pb del mostraram-se 
como prováveis haplótipos de risco para falha de implantação embrionária; 
 O haplótipo HLA-G*01:01:01/ 14pb del mostrou-se associado à níveis elevados de 
sHLA-Gtot e sHLA-GEV em mulheres com falha de implantação, enquanto o haplótipo 
HLA-G*01:01:02/ 14pb ins mostrou-se associado à níveis reduzidos de sHLA-GEV em 
mulheres com falha de implantação embrionária; 
 O alelo HLA-G*01:01:01, considerado isoladamente, mostrou-se associado à níveis 
significativamente mais altos de sHLA-Gtot e sHLA-GEV em mulheres com falha de 
implantação embrionária, enquanto o alelo HLA-G*01:01:02  está associado à níveis 
reduzidos de  sHLA-GEV em mulheres do mesmo grupo; 
MICA, MICB, ULBP-2: 
 Em relação ao gene MICA, o alelo MICA*002:01 mostrou-se mais frequente em 
casais férteis não gestantes. Nas comparações de acordo com o gênero, o alelo 




alelo  MICA*027:00 é mais frequente em  homens férteis. O genótipo 
MICA*008:01/04/016:00 é mais frequente em mulheres com falha de implantação; 
 Foram observados níveis de sMICA (sMICAtot e sMICAEV) aumentados em mulheres 
férteis não gestantes; 
 O alelo MICA*002:01 está associado à níveis diminuídos de sMICAtot independente 
da condição do grupo de estudo; 
 Os alelos MICA*004:00 e MICA*008:01/04 estão associados à níveis aumentados de 
sMICAtot independente da condição do grupo de estudo; 
 Não foram observadas diferenças significativas nos níveis de sMICB (sMICBtot e 
sMICBEV) entre mulheres com falha de implantação e mulheres férteis não gestantes; 
 Foram observados níveis de sULBP-2 (sULBP-2tot e sULBP-2EV) aumentados em 
mulheres com  falha de implantação embrionária; 
HLA-E: 
 Não foram encontradas diferenças em relação à diversidade alélica e genotípica e 
níveis de expressão de HLA-E, sugerindo seu pouco envolvimento na patogênese de 





8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A taxa de sucesso de tratamentos reprodutivos depende de inúmeros fatores. A 
etiologia de repetidas falhas de implantação embrionária é multifatorial, envolvendo fatores 
ambientais, genéticos e, mais especificamente a interação entre células imunes e moléculas 
HLA de Classe I não-clássicas. Uma vez que esta interação, na sua essência, é uma acão 
ou influência recíproca, qualquer contribuição genética ou imunológica desfavorável tanto da 
mãe, quanto do pai ou do feto, podem fazer pender o estado de equilíbrio imunológico em 
uma direcão que seria desfavorável para a gestação, levando aos casos de falha de 
implantação embrionária. Há dificuldade ainda em se alcançar um real consenso sobre o 
papel da influência genética das moléculas HLA de Classe I não clássicas e os seus níveis 
de expressão no curso gestacional. Além disso, as interações entre células imunes efetoras 
e EVs derivados da interface materno-fetal podem oferecer novas possibilidades de 
diagnóstico, monitoramento e novas ferramentas de estratégia de fertilização. Levando em 
consideração que as diferenças e/ou semelhanças funcionais entre moléculas HLA de 
Classe I não clássicas e moléculas tipo-HLA solúveis e carreadas por EVs ainda não são 
claras, as primeiras observações sobre o perfil de expressão dessas moléculas em cenários 
distintos são etapas investigativas essenciais e justificam o estudo dessas vesículas no 
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1. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
1.1.Delineamento do estudo 
 






1.2. Caracterização da amostra 
 
 
A amostra denominada paciente está composta de 62 casais, não aparentados, com 
diagnóstico de Falha de Implantação Embrionária (IF), que se caracteriza por ausência de 
gestação ou sua não evolução além de 12 – 20 semanas, após pelo menos duas 
transferências de embriões não-criopreservados (FIV/ICSI), independente da presença de 
algum fator identificado e controlado previamente (feminino e/ou masculino) (Tan, B. K. et 
al., 2005; Margalioth et al., 2006). 
Todos os casais pertencentes ao grupo IF tiveram recomendação de investigação 
imunológica no Centro de Imunologia da Reprodução (CIR), em Porto Alegre – RS, após 
duas falhas em ciclos de ART. No mesmo local foram coletadas, anteriormente à 
investigação imunológica, amostras de sangue periférico dos casais deste grupo. A 
investigação consta de verificação de fatores aloimunes, além de pesquisa de trombofilias 
auto-imunes e de origem genética. Também faz parte desta avaliação a realização de 
cariótipo do casal. Devido ao fato de que as amostras para este estudo foram coletadas 
anteriormente à investigação imunológica citada acima, a listagem de exames para a 
realização da mesma foi mencionada somente a título de ilustração da investigação 
imunológica a qual são submetidas as pacientes de IF. 
A amostra denominada controle fértil não gestante está composta de 131 casais 
(FW), provenientes da região sul do Brasil (RS/SC/PR), não aparentados, com pelo menos 
duas gestações clínicas naturais, a termo, sem complicações. Um segundo grupo também 
considerado controle fértil, composto de 29 mulheres gestantes (PW), entre a 12° e 28° 
semanas de gestação, provenientes da região sul do Brasil (RS/SC/PR), foi incluído no 
estudo para certas análises comparativas de proteínas circulantes e estudos funcionais. 
Todas as amostras de sangue periférico foram centrifugadas durante 20 minutos, 1500xg. 
Buffy-coat, plasma e soro foram coletados e armazenados a -80°C para subsequentes 
análises biológicas. 
O presente estudo faz parte de um projeto aprovado pelo Comitê de Ética do 
Hospital de Clínicas da UFPR (CEP-HC n° 037ext.019/2001). Todos os indivíduos 
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido concordando com a  
participação no estudo e consentindo a coleta de amostras de sangue periférico. Além disso, 
os participantes responderam um questionário de averiguação clínica e demográfica. O 
estudo foi conduzido no Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do 
Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná em Curitiba, Brasil em 
colaboração com o Institute for Transfusion Medicine (Transplantation Diagnostics R&D), 




 1.3.  Extração de DNA 
 
Oito mililitros (8 ml) de sangue periférico foram coletados de cada indivíduo, através 
de punção venosa, em tubos estéreis tipo vacutainer com ácido etilenodiamino tetra-acético 
(EDTA). As amostras foram centrifugadas para obtenção da camada de leucócitos da qual 
foi extraído o DNA pela técnica de “salting-out”, previamente descrita (Lahiri e Nurnberger, 
1991). Essa técnica possibilita a obtenção de DNA pelo rompimento mecânico e/ou 
enzimático dos tecidos, extração de proteínas e ácidos graxos pela ação de solventes 
orgânicos e precipitação do DNA com etanol. O método desenvolve-se em cinco etapas: 
- Obtenção da camada de leucócitos por centrifugação do sangue total;  
- Lise de eritrócitos através do uso de tampão de lise de células vermelhas (RCLB), pH 
7,6; 
- Quebra da membrana nuclear com dodecil sulfato de sódio (SDS) a 20% e remoção de 
enzimas como DNases e RNases por meio de proteinase K e tampão de proteinase K; 
- Precipitação de proteínas com NaCl 6M; 
- Precipitação do DNA com etanol absoluto. 
Após extração, as amostras de DNA foram quantificadas por leitura da densidade 
óptica (D.O.), através do espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, 
USA). A concentração de DNA de trabalho utilizada para a genotipagem dos genes HLA-E, 
HLA-G e MICA foi de 50ng/µl, sendo a diluição das amostras realizada utilizando-se água 
ultrapura. 
1.4. Genotipagem dos genes HLA-G e HLA-E pelo método de sequenciamento 
automatizado 
 
A reação de sequenciamento para definição alélica requer a etapa prévia de 
amplificação dos exons 2, 3 e 4 do gene HLA-G e amplificação dos exons 2 e 3 do gene 
HLA-E. As sequências de oligonucleotídeos iniciadores para amplificação e sequenciamento 
dos fragmentos alvo dos gene HLA-G e HLA-E foram desenhadas utilizando o software 
PrimerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A amplificação dos fragmentos 
gênicos foi realizada pela técnica de PCR (polymerase chain reaction), utilizando o aparelho 
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®). As Tabelas 19, 20 e 21  







Tabela 19. Oligonucleotídeos iniciadores para amplificação dos genes HLA-G e HLA-E. 
Iniciadores para amplificação do loco HLA-G  
EXON 2 G25S´: GGGTCGGGCGGGTCTCAA - (421pb)    
G23S´: TCCGTGGGGCATGGAGGT  
EXON 3 G35S´: CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTG - (547pb)                 
G33S´: CCCAGACCCTCTACCTGGGAGA  
      
EXON 4 G45S´: CCATGAGAGATGCAAAGTGCT - (364pb)  
G43S´: TGCTTTCCCTAACAGACATGAT  
Iniciadores para amplificação do loco HLA-E  
EXON 2 e 3 E25S´: GGGGTCGGGATGGAAACGGC - (985pb)       
E35S´: TGAGGTCTGTCAGCTGTGGG  
  
Tabela 20. Reação de amplificação dos genes HLA-G e HLA-E. 
Reagentes HLA-G                                      HLA-E 
DNA molde (50ng/μl) 60ng                                         60ng 
Tampão Taq 10X 5,0μl                                         2,5μl 
MgCl2 (50mM) 75mM                                       37,5mM 
dNTP (1,8mM) 10,8mM                                    5,4mM 
Primer 5’ (100pMoles) 10pMoles                                 40pMoles 
Primer 3’ (100pMoles) 10pMoles                                 40pMoles 
Enzima Taq Platinum (Invitrogen) 2,25U                                       1U 
Água ultrapura (18,2MΩcm) q.s.p. 50μl                                q.s.p. 25μl 
 
Tabela 21. Condições de amplificação para os genes HLA-G e HLA-E. 
Número de ciclos Temperatura Tempo 
1 ciclo (desnaturação inicial) 94˚C 5 minutos 
35 ciclos (desnaturação/anelamento/ 
alongamento) 
94˚C 30 segundos 
66˚C (exon 2 – HLA-G)/  
70˚C (exon 3 – HLA-G)/  
62˚C (exon 4 – HLA-G)/  
68˚C (exon 2 e 3 - HLA-E) 
30 segundos 
72˚C 2 minutos 









1.4.1. Purificação do produto amplificado 
 
 
Os produtos de PCR obtidos foram purificados através do método enzimático 
Exonuclease I (EXO I) e Fosfatase Alcalina de Camarão (SAP; do inglês: Shrimp Alkaline 
Phosphatase) da empresa USB Corporation®, com o objetivo de eliminar elementos 
residuais como oligonucleotídeos iniciadores não hibridizados, deoxinucleotídeos (dNTPs) e 
resíduos de DNA de fita simples. As concentrações dos reagentes utilizados encontram-se 
na Tabela 22 e as condições de ciclagem estão presentes na Tabela 23. O termociclador 
utilizado para esta etapa foi o GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®). 
 
Tabela 22. Reagentes utilizados na etapa de purificação. 
Reagentes                                    Volume/Concentração 
                                     Produto de PCR                                              6,9µl 
                                     EXO I (10U/µl)                                                 10U 
                                       SAP (1U/µl)                                                    2U 
                           Tampão de reação SAP 10X                                    2,0µl  
 
Tabela 23. Condições de ciclagem utilizadas na etapa de purificação. 
             Número de ciclos                       Temperatura                                Tempo                  
                        1                                               37ºC                                    60 minutos 
                        1                                               80ºC                                    15 minutos 
 
1.4.2.  Reação de Sequenciamento 
 
A reação de sequenciamento foi realizada através do Kit ABI PRISM® BigDye® (Life 
TechnologiesTM, Carlsbad, USA) e o termociclador utilizado para essa reação foi o Veriti 96 
Well Thermal Cycler (Life TechnologiesTM, Carlsbad, USA). O protocolo de sequenciamento 
esta descrito na Tabela 24 e as condições de ciclagem para o gene HLA-G e HLA-E são 
mostradas na Tabela 25. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados na reação de 
sequenciamento dos genes HLA-G e HLA-E estão descritos na Tabela 26. 
Tabela 24. Reagentes utilizados na reação de sequenciamento. 
                                   Reagentes                                            Volume/Concentração 
                        Produto de PCR purificado                                            10µl 
              Oligonucleotídeo iniciador (1,6 pMoles)                              2,56pMoles 
                                     Big Dye                                                             1,0µl 




Tabela 25. Condições de ciclagem para reação de sequenciamento. 
Número de ciclos Temperatura Tempo 
1 ciclo 96˚C 1 minutos 
35 ciclos 
96˚C 15 segundos 
54˚C 15 segundos 
60˚C 2 minutos 
 
Tabela 26. Oligonucleotídeos iniciadores para sequenciamento dos genes HLA-G e HLA-E. 
Iniciadores para sequenciamento do loco HLA-G  
EXON 2 G25S´: GGGTCGGGCGGGTCTCAA   
G23S´: TCCGTGGGGCATGGAGGT  
EXON 3 G35S´: CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTG   
G33S´: CCCAGACCCTCTACCTGGGAGA  
      
EXON 4 G45S´: CCATGAGAGATGCAAAGTGCT   
G43S´: TGCTTTCCCTAACAGACATGAT  




EXON 3  







1.4.3.  Precipitação do DNA sequenciado 
 
Solução salina NaOAc/EDTA (USB Corporation®) foi utilizada para a precipitação, onde 
foram realizados sucessivos passos de centrifugação em diferentes concentrações de 
etanol. O produto precipitado foi ressuspendido em 12μl de formamida Hi-Di e desnaturado 
a 95°C por 3 minutos no termociclador TC-512 (Techne®), seguido por choque térmico (-
80°C) durante 40 segundos. 
1.4.4.  Eletroforese Capilar 
 
 
O produto da reação de sequenciamento precipitado e ressuspendido em formamida 
foi submetido à corrida eletroforética em capilar de 36 cm, utilizando polímero POP 7 (Life 
TechnologiesTM, Carlsbad, USA) e sequenciador automático ABI Prism 3130 da empresa 






1.4.5.  Definição alélica dos genes HLA-G e HLA-E 
 
Os dados de sequenciamento obtidos foram visualizados através do programa 
Sequencing Analysis v.5.2 (Applied Biosystems®) e analisados com o auxílio dos programas 
SeqScape v.2.7 (Applied Biosystems®) e do programa FinchTv (Geospiza®). A identificação 
alélica ocorreu por pareamento com as sequências genômicas de alelos oficiais (Sistema de 
Informação Internacional de Imunogenética – IMGT) e cada SNP detectado foi 
individualmente anotado e analisado (Figura 13). As etapas de amplificação, 
sequenciamento e identificação alélica dos gene HLA-G e HLA-E ocorreram no Laboratório 
de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de Genética da 
Universidade Federal do Paraná, em Curitiba. 
 
 
Figura 13. Eletroferograma Exon 3 – HLA-E.  (A) SNP1446 A – Alelo HLA-E*01:01; (B) SNP1446 G 
– Alelo HLA-E*01:03; (C) SNP1446 A/G – Alelos HLA-E*01:01/01:03 
 
1.5.  Genotipagem de 14pb inserção/deleção da região 3’UTR do gene HLA-G 
 
O exon 8 do gene HLA-G, pertencente à região 3’UTR do gene, na qual está inserido 




previamente descrita (Hviid et al., 2002), gerando fragmentos gênicos correspondentes à 
224pb referente à inserção de 14pb e 210pb referente à deleção de 14pb. As Tabelas 27, 28  
e 29  sintetizam o protocolo utilizado.   
 Tabela 27. Oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do exon 8 do gene HLA-G. 
iniciadores para amplificação do exon 8 do gene HLA-G  
EXON 8 G25S´: GGGTCGGGCGGGTCTCAA   
G23S´: TCCGTGGGGCATGGAGGT  
Tabela 28. Reação de amplificação do exon 8 do gene HLA-G. 
Reagentes Exon 8 de HLA-G 
DNA molde (50ng/μl) 60ng 
Tampão Taq 10X 6,0μl 
MgCl2 (50mM) 75mM 
dNTP (1,8mM) 10,8mM 
Primer 5’ (100pMoles) 10pMoles 
Primer 3’ (100pMoles) 10pMoles 
Enzima Taq Platinum (Invitrogen) 0,75U 
Água ultrapura (18,2MΩcm) q.s.p. 50μl 
Tabela 29. Condições de amplificação do exon 8 do gene HLA-G. 
Número de ciclos Temperatura Tempo 
1 ciclo (desnaturação inicial) 94˚C 3 minutos 
35 ciclos (desnaturação/anelamento/ 
alongamento) 
94˚C 30 segundos 
64˚C  1 minuto 
74˚C 2 minutos 
1 ciclo (alongamento final) 72˚C 5 minutos 
 
Após a etapa de amplificação, os produtos de PCR obtidos foram analisados em gel de 
poliacrilamida à 8% (150 minutos, 270V), corado com nitrato de prata. A análise foi realizada 
em duas etapas, incluindo 2 observadores diferentes. A Figura 14 mostra um exemplo de 
gel de poliacrilamida mostrando os três genótipos possíveis referente à esse polimorfismo. 
As etapas de amplificação e identificação alélica dos 14pb ins/del do gene HLA-G ocorreram 
no Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de 



















Figura 14. Detecção do polimorfismo 14pb ins/del do gene HLA-G em gel de poliacrilamida à 
8%.  (A) Genótipos da esquerda para a direita: del/del – genótipo homozigoto para deleção dos 14pb 
(210pb); ins/ins - genótipo homozigoto para inserção dos 14pb (224pb); ins/del - genótipo 
heterozigoto para inserção/deleção dos 14pb. (B) Verificação da amplificação dos produtos de PCR 
em gel de agarose 1,5%. 
1.6.  Genotipagem do gene MICA  
1.6.1. Genotipagem do gene MICA pela técnica de PCR-SSOP 
 
 Na primeira etapa da caracterização dos alelos do gene MICA foi empregado o 
método da reação em cadeia da polimerase, utilizando sondas de oligonucleotídeos 
sequência-específicos (PCR-SSOP; do inglês: Polymerase Chain Reaction - Sequence 
Specific Oligonucleotide Probes) através do Kit LABTypeMICA (One Lambda Inc., USA).  
 Todos os procedimentos para o uso do Kit LABTypeMICA foram realizados conforme 
as instruções do fabricante, e consistem basicamente da amplificação dos exons 2, 3, 4 e 5 
do gene MICA, sendo o produto desta amplificação biotinilado. O produto de PCR marcado 
é desnaturado e mantido na forma de fita simples através do uso de tampões. O produto de 
PCR em fita simples é hibridizado com oligonucleotídeos-sonda sequência-específicos. 
Estas sondas estão conjugadas na superfície de microesferas fluorescentes. Após a re-
hibridização é feita a marcação com estreptoavidina conjugada com phycoeritrina (SAPE). A 
leitura das reações foi realizada com o uso do fluorímetro de fluxo (LABScanTM 100), o qual 
emprega a tecnologia Luminex®, pela qual um laser de cor vermelha com comprimento de 
onda de 633nm reconhece a cor da microesfera e outro laser, de cor verde, com 
comprimento de onda de 532nm reconhece a intensidade da fluorescência emitida pela 
phycoeritrina presente na superfície de cada microesfera, identificando se a mesma é ou  




do software HLA FusionTM (Research) v.2.0 que faz a análise dos dados coletados pelo 
LABScanTM 100  para a determinação dos alelos.  
Toda a etapa de identificação alélica do gene MICA foi realizada no Laboratório de 
Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de Genética da 
Universidade Federal do Paraná, em Curitiba. Duas técnicas adicionais foram empregadas 
para a genotipagem do gene MICA devido ao fato de os resultados gerados pela técnica de 
PCR-SSOP através do Kit LABTypeMICA apresentarem um número considerável de 
ambiguidades. A genotipagem do microssatélite localizado no exon 5 do gene MICA e a 
determinação de alelos específicos do gene MICA pela técnica de PCR-SSP foram 
decisivas no processo de genotipagem.  
1.6.2. Caracterização do microssatélite do gene MICA 
 
O microssatélite do gene MICA está localizado no exon 5 e está relacionado com 
variantes da região transmembrana da molécula. A partir do códon 291 até o códon 304, 
diferentes números de repetições GCT’s podem ser encontradas, resultando em polialaninas 
de tamanhos variados. A4, A5, A5.1, A6, A7, A9 e A10 são as designações atribuídas as 
variantes de acordo com o número de códons GCT’s repetidos (Tabela 30) (Robinson et al., 
2001; Collins, 2004). No caso da variante A5.1, além das 5 repetições, ocorre a inserção 
adicional de uma guanina após a segunda repetição GCT, resultando em um códon de 
parada na posição 304 e consequentemente em um término prematuro da proteína (Mizuki 
et al., 1997). 
Tabela 30. Microssatélite do exon 5 e sua associação com os alelos do gene MICA. 
Número de repetições GCT no exon 5 
(nomenclatura da variante) 
Alelos MICA 
4 (A4) 001, 00701/03, 01201, 018, 029, 043, 045, 051 
5 (A5) 010, 016, 019, 027, 033, 048 
5 (A5.1) – inserção de G após a 2° repetição 00801, 00802, 00804, 023, 028, 053 
6 (A6) 004, 006, 009, 011, 020, 026, 047, 049 
7 (A7) 050  
9 (A9) 00201, 041, 046, 052 
9 (A9) – deleção de G no início do exon 5 015, 017 
10 (A10) 020 
FONTE: (Collins, 2004) 
 
 A especificação de cada microssatélite foi realizada por método semi-automatizado  
que utiliza eletroforese capilar. Primeiramente, a região do microssatélite foi amplificada por 
PCR com o uso de oligonucleotídeos iniciadores marcados com fluorescência, gerando 




Tabela 31. Condições de amplificação do microssatélite do gene MICA. 
Iniciadores para amplificação do microssatélite do exon 5 do gene MICA  
STR-MICA 5S´: CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC   
3S´: CCTTACCATCTCCAGAAACTGC  
Reação de amplificação do microssatélite do exon 5 do gene MICA 
 
Reagentes STR_MICA 
DNA molde (50ng/μl) 60ng 
Tampão Taq 10X 1,0μl 
MgCl2 (50mM) 1,5mM 
dNTP (2,5mM) 0,25mM 
Primer 5’ (20uMoles) 0,2uMoles 
Primer 3’ (20uMoles) 0,2uMoles 
Enzima Taq Platinum (Invitrogen) 0,25U 
Água ultrapura (18,2MΩcm) q.s.p. 10μl 
Condições de amplificação do microssatélite do exon 5 do gene MICA 
Número de ciclos Temperatura Tempo 
1 ciclo (desnaturação inicial) 94˚C 3 minutos 
30 ciclos (desnaturação/anelamento/ 
alongamento) 
94˚C 30 segundos 
54,5˚C  30 segundos 
72˚C 1 minutos 
1 ciclo (alongamento final) 72˚C 40 minutos 
 
 Após a amplificação, os produtos de PCR foram preparados para serem submetidos 
à corrida eletroforética no aparelho sequenciador MegaBACE®1000 (GE Healthcare). Para 
este procedimento foi preparada uma solução com o detergente Tween 20 e o marcador de 
peso molecular ET-ROX 400 (GE Healthcare), necessário para a identificação dos tamanhos 
de fragmentos das amostras amplificadas. Para cada amostra foi adicionado 0,3ul do 
marcador de peso molecular, 6,7ul de Tween 0,02X e 2ul do produto de PCR. As amostras 
(contendo os reagentes citados) foram então desnaturadas por 3 minutos a 94°C e 
colocadas diretamente no gelo para manter a desnaturação. A injeção no sequenciador 
MegaBACE®1000 foi realizada com tensão de 3KV durante 80 segundos e a corrida 
eletroforética com 8KV por 90 minutos.  
 A designação alélica foi realizada com o uso do programa Fragment Profiler 1.2 (GE 
Healthcare), no qual o marcador de peso molecular ET-ROX 400 é representado por 20 
diferentes picos, cada um representando uma quantidade diferente de pares de base (Figura 
15). Na análise, dois picos diferentes de tamanhos conhecidos representam indivíduos 








Figura 15. Representação do marcador de peso molecular ET-ROX 400 pelo software Fragment 
Profiler 1.2. Os picos representam oligonucleotídeos de tamanhos conhecidos citados da esquerda 
para a direita: 60, 90, 100, 120, 150, 160, 170, 190, 200, 220, 250, 270, 290, 300, 310, 330, 350, 360, 
380 e 400pb. 
 
 
Figura 16. Representação da análise pelo programa Fragment Profiler 1.2. (A) Exemplo de 
indivíduo heterozigoto para as variantes de microssatélite do exon 5 do gene MICA; (B)  Exemplo de 
indivíduo homozigoto para a variante de microssatélite do exon 5 do gene MICA.  
 
1.6.3.  Definição alélica do gene MICA pela técnica de PCR-SSP 
 
A técnica de PCR-SSP para definição alélica do gene MICA foi empregada somente 
nos casos de resultado ambíguo gerado para determinação alélica pela técnica de PCR-
SSOP e pela caracterização do microssatélite do gene MICA. Na metodologia de reação em 
cadeia da polimerase utilizando oligonucleotídeos iniciadores sequência-específicos (do 
inglês: Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Primers) os pares de 
oligonucleotídeos são produzidos para apresentar correspondências perfeitas com um único 
alelo ou grupo de alelos. Sob condições de PCR controladas, os pares de oligonucleotídeos 
permitem a amplificação de sequências alvo (resultado positivo), enquanto que pares de 




A genotipagem do gene MICA por PCR-SSP foi baseada no protocolo proposto por 
Collins e colaboradores (Collins et al., 2002), com algumas modificações nas condições da 
PCR que possibilitassem uma melhor sensibilidade e especificidade de algumas reações. As 
condições de PCR estão descritas na Tabela 32. Oligonucleotídeos iniciadores que 
reconhecem sequências conservadas do gene do hormônio de crescimento humano (HGH) 
foram utilizadas para controle interno da reação de PCR (5'-
CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3' e 5'-ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGT-3'). Os 
oligonucleotídeos iniciadores utilizados em cada reação de PCR, dependendo da 
ambiguidade,  estão especificados na Tabela 33. A ambiguidade MICA*008:01/04 não foi 
passível de resolução, sendo o alelo designado como MICA*008 no estudo. 
Tabela 32. Condições de amplificação para definição alélica do gene MICA por PCR-SSP. 
Reagentes MICA 
DNA molde (50ng/μl) 50ng 
Tampão Taq 10X 1,0μl 
MgCl2 (50mM) 1,5mM 
dNTP (2,0mM) 2,0mM 
Primer 5’ (10uM) 5uM 
Primer 3’ (10uM) 5uM 
Primer HGH 5’ (10uM) 1,6uM 
Primer HGH 3’ (10uM) 1,6uM 
Enzima Taq Platinum (Invitrogen) 0,5U 
Água ultrapura (18,2MΩcm) q.s.p. 10μl 
Número de ciclos Temperatura Tempo 
1 ciclo (desnaturação inicial) 94˚C 5 minutos 
30 ciclos (desnaturação/anelamento/ 
alongamento) 
94˚C 20 segundos 
63˚C  50 segundos 
72˚C 30 segundos 















Tabela 33. Oligonucleotídeos iniciadores específicos para resolucão de ambiguidades MICA. 




(Forward 5’ – 3’) 
Oligonucleotídeo 
(Reverse 5’ – 3’) 
004,006,009,016,019,022, 
032,033,036,044,049 
818 CAGAGCCCCACAGTCTTCG TTCTCCTCAGGACTACGCT 
030,047 985 ATTTCTTGAAGGAAGATGCCA CTCACCAGAGGGCACAGC 
001,018 590 CATGGGACAGAGAGACCAGA CTGCATGCATAGCGTGATAGT 
049 680 GAGGGTCAGGAGAGGCCA GCATCCCTGTGGTCACTCA 
Deleção MICA 696 GGCTAGTGGGACATGCACAC TGACCCCACATTTGGTCG 
00201/020,015,017,041,050 449 GCAGGGCTTCTGGCTTCTA TTCTTCTTACAACAACAGACG 
048 1137 GGAACTACGGCGATATCTAG GCTTTTCTCACCTGGACCA 
FONTE: (Collins et al., 2002) 
 
1.7.  Precipitação de vesículas extracelulares 
 
A precipitação de vesículas extracelulares foi realizada a partir de alíquotas de soro 
provenientes de amostras de sangue periférico das mulheres pertencentes aos três grupos 
de estudo (IF, FW e PW). Primeiramente, as amostras foram submetidas à centrifugação 
(3000xg, 15 minutos) para remoção de células e restos celulares. Após esse passo, o kit de 
precipitação de exossomos – ExoQuick™ (SBI System Biosciences, Inc.) -  foi utilizado de 
acordo com as instruções do fabricante, partindo da adição de 63μl do reagente de 
precipitação de exossomos em 250μl de amostra que foram incubados por 12h à 4°C. Após 
a incubação as amostras passaram por centrifugação (1500xg, 30 minutos). O sobrenadante 
foi descartado e o pellet ressuspenso em 250μl de água ultrapura e estocado a -80°C até o 
momento do seu uso. A escolha do uso do kit de precipitação de exossomos  ExoQuick™ 
está atrelada ao fato de ele permitir uma eficaz obtenção de vesículas extracelulares apesar 
do baixo volume amostral necessário. As etapas referentes à precipitação, quantificação e 
caracterização de vesículas extracelulares foram realizadas no University Hospital Essen, 
Institute for Transfusion Medicine (Transplantation Diagnostics R&D), Essen, Alemanha. 
1.8.  Caracterização de vesículas extracelulares  
 
A definição da quantidade (número de partículas x 106/ml) e do tamanho (nm) das 
vesículas extracelulares de cada amostra foi determinada através da técnica de 
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), utilizando o microscópio com dispersão de laser e 
vídeo de acompanhamento individual de partícula ZetaView® Particle Tracking Analyzer 
(Particle Metrix, GmbH). Nesse equipamento, a determinação da concentração de vesículas 
e a distribuição de tamanho em uma suspensão líquida é baseada na taxa de movimento 
Browniano das partículas em um sistema de dispersão de luz. O aparelho mede a direção e 
velocidade das partículas sob um campo eléctrico, no qual a mobilidade eletroforética e 




NaCl 0,9% e analisadas em três diferentes posições de câmera. Os dados de concentração 
de vesículas e distribuição de tamanho foram apresentados como a média das tripiclatas. 
Beads de poliestireno (Nanobeads Nist Traceable Particle Size - Polysciences, Inc.) de 
100nm foram utilizadas como controle de tamanho para a calibração do equipamento e 
analisadas em onze diferentes posições de câmera. Os dados foram analisados utilizando o 
programa ZetaVIEW versão 8.02.17. A Figura 17 mostra um exemplo de análise gerada pelo 
programa ZetaVIEW. 
Figura 17. Representação da análise pelo programa ZetaVIEW versão 8.02.17. O gráfico mostra o 
número absoluto de vesículas extracelulares presente na amostra e a média de tamanho das 
partículas em uma posição de câmera. 
 
1.9.  Verificação da presença de proteínas típicas de vesículas extracelulares por SDS-
PAGE e Western Blot 
 
Conforme recomendado por Lotvall et al. (Lotvall et al., 2014) como requisitos 
experimentais mínimos para identificação de vesículas extracelulares, dez amostras de 
isolados de vesículas extracelulares de cada grupo de estudo (IF, FW and PW) foram 
escolhidas randomicamente e testadas com e sem imunoprecipitação para a presença de 
proteínas transmembrana (CD9, CD81, CD63 e ICAM-I), proteínas citosólicas, incluindo 




mitocôndria), a qual estaria ausente ou pouco representada em isolados de vesículas 
extracelulares, servindo como controle negativo.  
A imunoprecipitação se baseia no princípio de utilizar anticorpos específicos que se 
ligam a proteína de interesse com o objetivo de concentrar esse antígeno. Para isso, as 
proteínas foram imunoprecipitadas partindo de 250μl de isolados de vesículas extracelulares 
e utilizando beads magnéticas de ácido carboxílico (Dynabeads®MyOne™ Carboxilic acid, 
Life Technologies As, Oslo) covalentemente ligadas com anticorpos específicos para as 
tetraspaninas CD9 (In-home mAb), CD81 (clone 5A6, BioLegend, USA) e CD63 (clone 
MEM-259, BioLegend, USA), para a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-I, 
Immunotech, France), para a proteína de choque térmico de 70 kDa (Hsp70, R&D Systems, 
Germany), para o gene de sucetibilidade tumoral 101 (TSG101, Sigma-Aldrich, USA) e para 
a proteína mitocondrial Citocromo C (CYC1, clone 7H8.2C12, BioLegend, USA) conforme 
recomendações do fabricante.  
A presença dos marcadores foi analisada através de corrida eletroforética (200V, 
1h30min) utilizando SDS-PAGE (do inglês: sodium dodecyl sulfate -  Polyacrylamide gel 
electrophoresis) nas concentrações de 8%, 10% e 12,5% conforme o peso molecular da 
proteína. As amostras foram preparadas para a corrida eletroforética em condições 
reduzidas, utilizando β-mercaptoetanol 5% a uma temperatura de 94°C durante 5 minutos 
com o intuito de desnaturar proteínas através da quebra de pontes dissulfeto. A eletroforese 
em gel de poliacrilamida foi seguida da técnica de Western blot. A técnica de Western blot 
permite que as proteínas que foram desnaturadas e separadas por eletroforese em gel de 
acordo com o peso molecular sejam transferidas do gel para uma membrana de PVDF 
(Immobilon®-P, pore size: 45μm, Millipore™) através de corrente elétrica (400mA, 2h30min). 
Após a transferência, as ligações inespecíficas entre a membrana e o anticorpo utilizado 
para a detecção da proteína alvo foram bloqueadas através do uso de leite seco desnatado 
a 5% diluído em tampão fosfato-salino (PBS; do inglês: phosphate-buffered saline) com o 
detergente Tween 20 a 0,05% pelo período de pelo menos 1h.  
Para a detecção dos marcadores específicos de vesículas extracelulares foram 
utilizados anticorpos denominados primários, por se ligarem diretamente à proteína de 
interesse. Os anticorpos monoclonais derivados de ratos (anti-human CD9, CD81, CD63) 
foram incubados pelo período de 12h em uma diluição de 1:1000 e o anticorpo anti-human 
CYC1 em uma diluição de 1:500 em PBS/Tween 20 (0,05%). Os anticorpos policlonais 
derivados de coelho foram incubados também pelo período de 12 horas em diferentes 
diluições (anti-human ICAM-I: 1:100; Hsp70: 1:500 e TSG101: 1:1000) em PBS/Tween 20 
(0,05%). A remoção dos anticorpos que não se ligaram à proteínas foi realizada através de 
três passos de lavagem com PBS/Tween 20 (0,05%) por 10 minutos cada. Após as 




uma enzima reveladora. As membranas foram expostas aos anticorpos Goat anti-rabbit IgG 
(H + L) conjugado com horseradish peroxidase (HRP) e Goat anti-mouse IgG (H + L) 
conjugado com HRP pelo período de 45min, em uma diluição de 1:200.000 em PBS/Tween 
20 (0,05%) seguido de quatro passos de lavagem com PBS/Tween 20 (0,05%). Os 
complexos imunes foram vizualisados através do sistema de detecção de 
quimioluminescência Fusion Fx7 (Vilber Lourmat Germany, GmbH) e densitometricamente 
analizados com o uso do programa Bio-ID (Vilber Lourmat Germany, GmbH). A análise 
densitométrica permite que a expressão das proteínas seja quantificada em porcentagem de 
acordo com os respectivos controles positivos. Como controles positivos foram utilizadas 
diferentes linhagens celulares, dependendo do marcador [CD81 e TSG101: human B-
lymphoblastoid cell line (M1); CD9 e CD63: lisado de plaquetas; Hsp70: Hela cell line; ICAM-
I: neuroblastoma cell line (SY5Y); CYC1: human embryonic kidney cell line (HEK)]. A análise 
da expressão de proteínas em vesículas extracelulares por Western blot foi realizada no 
University Hospital Essen, Institute for Transfusion Medicine (Transplantation Diagnostics 
R&D), Essen, Alemanha. 
1.10.  Quantificação das citocinas IFN-γ, IL-10 e TGF-β1 
 
A quantificação dos níveis de interferon-gamma (IFN-γ), interleucina-10 (IL-10) e o 
fator de crescimento tumoral-β1 (TGF-β1) presentes nas amostras de soro e nas amostras 
de precipitados de vesículas extracelulares derivadas de soro de mulheres pertencentes aos 
grupos de estudo (FW e PW) foi realizada através do ensaio imunoenzimático ELISA (do 
inglês: enzyme-linked immunosorbent assay) que permite a detecção e quantificação de 
anticorpos específicos. Os testes de ELISA foram realizados utilizando kits comerciais 
referentes a cada citocina (Ready-Set-Go®ELISA, eBioscience Inc., USA), seguindo os 
protocolos sugeridos pelo fabricante. Anteriormente ao ensaio imunoenzimático, as 
amostras de precipitados de vesículas extracelulares passaram por ultrassom, pelo período 
de 10 minutos, com o intuito de promover a ruptura de membrana das vesículas e expor seu 
conteúdo em suspensão líquida. A densidade óptica foi medida a 450nm através do 
equipamento BioTek®PowerWave XS (Biotek Instruments, Winooski, USA). Os limites de 
detecção para IFN-γ, IL-10 e TGF-β1 foram 1,95 pg/ml, 1,2 pg/ml and 1,95 pg/ml, 
respectivamente. A quantificação inespecífica de citocinas presentes nas suspensões de 
vesículas extracelulares pôde ser descartada devido à presença de cerca de trinta amostras 
contendo níveis nulos de citocinas em frações de vesículas extracelulares, apesar de altos 
níveis presentes no sangue periférico.  A etapa de quantificação dos níveis de IFN-γ, IL-10 e 
TGF-β1 por ELISA foi realizada no University Hospital Essen, Institute for Transfusion 





1.11.  Quantificação das moléculas HLA-G, HLA-E, MICA/B e ULBP-2 
 
A quantificação dos níveis de HLA-G, HLA-E, MICA/B e ULBP-2 presentes nas 
amostras de soro e nas amostras de precipitados de vesículas extracelulares derivadas de 
soro de mulheres pertencentes aos dois grupos de estudo (IF e FW) foi realizada através do 
ensaio imunoenzimático ELISA. O ensaio foi realizado em duplicatas para cada amostra, 
partindo de um anticorpo de captura aderido sobre fase sólida (placa de 384 poços) e 
incubado pelo período de 12h a 4°C:  
- HLA-G: MEM-G/9, 1 mg/ml, 1:150 em PBS, Exbio;  
- HLA-E: 3D12, 0,5 mg/ml, 1:150 em PBS, eBioscience;  
- MICA: AMO1, 1 mg/ml, 1 mg/ml, 1:200 em PBS, BamOmaB;  
- MICB: DuoSet ELISA kit, 720 μg/ml, 1:180 em PBS, R&D Systems;  
- ULBP-2: BUM01, 1 mg/ml, 1:1000; BamOmaB.  
O bloqueio de ligações inespecíficas foi realizado através da adição de PBS/1% 
albumina de soro bovino (BSA) para as moléculas MICA e MICB e PBS/3% BSA para as 
moléculas HLA-G e HLA-E. As placas foram incubadas pelo período de 2h a 37°C.  
Proteínas recombinantes comerciais (MICA/B e ULBP-2) e proteínas purificadas 
provenientes de linhagens celulares (HLA-G/E) em diferentes diluições foram utilizadas para 
o cálculo da curva padrão. As amostras de soro e de precipitados de vesículas 
extracelulares foram diluídas em 1:2 (HLA-G/E) e 1:3 (MICA/B e ULBP-2). Após incubação 
de 2h a 37°C, o anticorpo primário foi diluído e incubado com as amostras pelo período de 
2h a 37°C: 
- HLA-G: anti-β2-microglobulina, 4,6 g/L, 1:5000 em PBS, Dako;  
- HLA-E: MEM-E/07 biotinilado, 1 mg/ml, 1:800 em PBS/3% BSA, Exbio;  
- MICA: BAF1300 biotinilado, 50 μg/ml, 1:125 em PBS/1% BSA + 2% soro de cabra 
(do inglês: goat serum), R&D Systems;  
- MICB: DuoSet ELISA kit, 72 μg/ml, 1:180 em PBS/1% BSA + 2% soro de cabra, 
R&D Systems;  
- ULBP-2: biotinilado, 72 μg/ml, 1:300 em PBS/1% BSA + 2% soro de cabra; R&D 
Systems.  
A etapa de incubação com o anticorpo primário foi seguida pela etapa de detecção 
com o uso de streptavidina conjugada com HRP (R&D Systems) diluída 1:200 em PBS/1% 
BSA e uma incubação pelo período de 30 minutos a temperatura ambiente. O substrato 
cromogênico de ligação 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB Super Slow, Sigma-Aldrich, USA) 
foi empregado nas amostras. Após essa etapa, a reação enzimática foi interrompida pelo 
uso de 1M H2SO4 e a densidade óptica foi medida a 450nm através do equipamento 
BioTek®PowerWave XS (Biotek Instruments, Winooski, USA). A determinação dos níveis de 




parâmetros para HLA-G/E e 7 parâmetros para MICA/B e ULPB-2. A quantificação 
inespecífica de moléculas presentes nas suspensões de vesículas extracelulares pôde ser 
descartada devido à presença de amostras contendo níveis nulos de moléculas  HLA-G, 
HLA-E, MICA/B e ULBP-2 em frações de vesículas extracelulares, apesar de altos níveis 
presentes no sangue periférico. A etapa de quantificação dos níveis de HLA-G, HLA-E, 
MICA/B e ULBP-2 por ELISA foi realizada no University Hospital Essen, Institute for 
Transfusion Medicine (Transplantation Diagnostics R&D), Essen, Alemanha.  
1.12. Estudos funcionais 
1.12.1. Captação de vesículas extracelulares por células de sangue periférico 
 
Inicialmente, 2 ml de plasma de uma representante de cada grupo de estudo (IF, FW 
e PW) foram centrifugados (19.000xg, 5 minutos) com o intuito de sedimentar células e 
restos celulares. Após essa etapa, os sobrenadantes foram ultracentrifugados (Beckman-
Coulter Inc., CA, USA) a 139.000xg durante 2h10min a 4°C, seguida de descarte de 
sobrenadante e ressuspensão do pellet de vesículas extracelulares em 200μl de NaCl 0,9%. 
Para testar a capacidade das vesículas extracelulares de serem captadas ou 
entrarem em contato com células de sangue periférico, as suspensões de vesículas 
extracelulares em NaCl 0,9% foram marcadas com PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Mini 
Kit, Sigma-Aldrich, USA) conforme recomendações do fabricante. Brevemente, as 
suspensões de vesículas extracelulares em NaCl 0,9% foram ultracentrifugadas a 
139.000xg durante 1h10min a 4°C e marcadas com PKH26 diluído (1:250) em Diluent C 
(Sigma kit) e incubadas pelo período de 10 minutos a 37°C. A reação foi suspensa com a 
adição de meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen™, Life Technologies GmbH, Deutschland) 
contendo 1% de penicilina, 1% de estreptomicina, 1% de L-glutamina e 10% de soro bovino 
fetal inativado (56°C, 30 minutos) e depletado de vesículas extracelulares por diferentes 
passos de ultracentrifugação. Para lavagem e remoção de corante excedente, dois passos 
de lavagem com PBS foram realizados a 139.000xg durante 1h10min a 4°C cada e o 
precipitado resultante foi ressuspenso em 200μl de RPMI completo. 
O próximo passo foi o isolamento de células mononucleares de sangue periférico  
(PBMCs, do inglês: peripheral blood mononuclear cells) por gradiente de densidade. PBMCs 
provenientes de 3 mulheres saudáveis e não gestantes foram isoladas utilizando tubos 
Vacutainer (BD Vacutainer® CPTTM, Becton Dickinson Co., USA) e diversos passos de 
centrifugação com o objetivo de separar células, extrair plaquetas e deduzir contaminação 
com granulócitos. Depois de isoladas, as células foram estimuladas com interleucina-2 (IL-2, 
200 U/ml, PeproTech, USA) e incubadas pelo período de 12h a 37°C e 5% de CO2. Após a 
etapa de incubação, PBMCs foram colocadas em cultura pelo período de 2h a 37°C e 5% de 




BCA Protein Assay kit, Thermo Scientific, USA) marcadas com PKH26. O passo seguinte foi 
a coloração das células com os fluorocromos DAPI (marcador de ácido nucleico, 
Invitrogen™, Life Technologies GmbH, Deutschland), anti-CD19 FITC (linfócitos B, 
eBioscience Inc., USA), anti-CD8 FITC (linfócitos T citotóxicos, Becton Dickinson Co., USA), 
anti-CD3 ECD (linfócitos T, Beckman Coulter, Co., France), anti-CD56 ECD (células NK, 
Beckman Coulter, Co., France), anti-CD14 APC (monócitos; eBioscience, Inc., USA) e anti-
CD4 APC (linfócitos Th1 e Th2, monócitos e macrófagos, Becton Dickinson Co., USA). A 
compensação foi realizada através do uso de PBMCs marcadas com um único fluorocromo. 
A aquisição das amostras e imagens foi realizada através do equipamento 
ImageStreamX Imaging Flow Cytometer (AMNIS® Corporation, USA) e do programa 
INSPIRE®, o qual acompanha o equipamento. O equipamento ImageStreamX combina a 
velocidade, a sensibilidade e as habilidades de fenotipagem da citometria de fluxo com as 
imagens detalhadas de microscopia. No total, 10.000 eventos (células) foram analisados por 
amostra com um aumento de 60x. Os sinais dos fluorocromos  FITC, PKH26 e ECD foram 
coletados nos canais 2 (480 – 560 nm), 3 (560 – 595 nm) e 4 (595 – 642 nm), 
respectivamente e excitados por um laser de 488 nm com 100 mW. O sinal do fluorocromo 
DAPI foi coletado no canal 7 (430 – 505 nm) e excitado por um laser de 375 nm com 7 mW 
e o sinal do fluorocromo APC foi coletado no canal 11 (642 – 745 nm) e excitado por um 
laser de 642 nm com 120 mW.  
A análise dos dados foi realizada atráves do programa IDEAS® Application versão 
6.1. A ferramenta de internalização do programa IDEAS® foi utilizada para calcular a 
proporção de populações celulares específicas que mostram co-localização positiva entre os 
marcadores de superfície celular e as vesículas extracelulares marcadas com PKH26. A 
proporção de populações celulares positivas para co-localização com vesículas 
extracelulares foram calculadas de acordo com as populações de células vivas, as quais são 
negativas para coloração com DAPI. A etapa da análise de captação de vesículas 
extracelulares por PBMCs foi realizada no University Hospital Essen, Institute for 
Transfusion Medicine (Transplantation Diagnostics R&D), Essen, Alemanha. 
1.12.2.  Detecção da atividade de caspase-3, da expressão de IFN-γ e da degranulação 
em PBMCs na presença e na ausência de vesículas extracelulares 
 
O primeiro passo para esse experimento foi o isolamento de PBMCs por gradiente de 
densidade. PBMCs provenientes de 1 mulher saudável e não gestante foram isoladas 
utilizando tubos Vacutainer (BD Vacutainer® CPTTM, Becton Dickinson Co., USA) e diversos 
passos de centrifugação com o objetivo de separar células, extrair plaquetas e deduzir 
contaminação com granulócitos. Depois de isoladas, as células foram incubadas pelo 
período de 48h a 37°C e 5% de CO2 na presença e ausência de 20x10




suspensão de vesículas extracelulares (concentração média das mulheres participantes do 
estudo), precipitadas utilizando ExoQuick™, provenientes de amostras de soro de três 
mulheres com falha de implantação embrionária (IF) e de três mulheres gestantes (PW).  
Após a incubação de 48h, PBMCs na presença e ausência de vesículas extracelulares 
foram colocadas em cultura com a linhagem cellular LCL-RSV (linhagem imortalizada de 
células B) na razão de 10 para 1 em um volume final de 200μl de meio RPMI completo. 
Nesse momento, as suspensões celulares foram marcadas com o fluorocromo CD107a PE 
(proteína 1 de membrana associada ao lisossomo, BD Bioscience, USA), o qual funciona 
como um marcador de degranulação celular, seguindo uma etapa de incubação de 1h a 
37°C e 5% de CO2.  
Com o objetivo de poder marcar e analisar a proteína caspase-3 e a citocina IFN-γ, 
um coquetel inibidor de transporte de proteína (do inglês: Protein Transport-Inhibitor 
Cocktail, eBioscience, Inc., USA) contendo brefeldina A (5,3 mM) e monensina (1 mM) foi 
adicionado às suspensões celulares na concentração final de 2 µl/ml e uma incubação 
adicional de 5h a 37°C e 5% de CO2 foi realizada. Após esse período de incubação, as 
suspensões celulares foram marcadas com os fluorocromos anti-CD56 ECD (Beckman 
Coulter, Co., France) e anti-CD3 PECy7 (clone: SK7, BioLegend, USA) que detectam 
especificamente células NK e linfócitos T (CD3+), respectivamente. Para coloração 
intracelular dos eventos positivos para caspase-3 e IFN-γ, as suspensões celulares 
passaram por fixação e permeabilização (Fixation/Permeabilization Solution Kit, BD 
Bioscience, USA) de acordo com as recomendações do fabricante e finalmente foram 
marcadas com anti-caspase-3 ativa FITC (clone: C92-605, BD Bioscience, USA) e anti-IFN-γ 
APC (clone: 4S.B3, eBioscience, Inc., USA). A compensação foi realizada através do uso de 
PBMCs marcadas com um único fluorocromo e o controle negativo foi realizado com 
anticorpos de mesmo isotipo IgG1 (BD Bioscience, USA). A aquisição e análise das 
amostras foi realizada através do citômetro de fluxo Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, 
Germany) e a aquisição dos dados foi realizada através do programa CXP (Beckman 
Coulter, Germany), que acompanha o equipamento. Os dados foram avaliados através do 
programa Kaluza® Analysis versão 1.3 (Beckman Coulter, Germany). A etapa de detecção 
da atividade de caspase-3, da expressão de IFN-γ e da degranulação em PBMCs na 
presença e na ausência de vesículas extracelulares foi realizada no University Hospital 









1.13.  Análise estatística 
 
As frequências alélicas e genotípicas foram obtidas por contagem direta. A avaliação 
da condição de equilíbrio de Hardy-Weinberg foi realizada com o uso do programa Genepop 
versão 4.2 (http://genepop.curtin.edu.au/). Uma vez obtidas as frequências alélicas e 
genotípicas dos genes HLA-G, HLA-E e MICA, foram realizadas análises comparativas ou 
de associação no grupo de casais com falha de implantação e no grupo de casais controle, 
segundo diversas abordagens (geral e estratificação por sexo), com o intuito de avaliar a 
existência de associação entre a distribuição dos genes e a condição de falha de 
implantação embrionária. A inferência de haplótipos do gene HLA-G e 14pb ins/del foi 
realizada com o auxílio do programa Arlequin versão 3.0. Todas as comparações foram 
realizadas através do uso do Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado (dependendo do 
tamanho da amostra que foi analisada para cada teste) em tabelas de contingência 2x2. Nos 
casos em que o valor de alguma das células da tabela de contingência foi 0, foi realizada a 
correção de Haldane, que consiste de acrescentar o valor de 0,5 a todas as células da 
tabela com o objetivo de prevenir erro de cálculo quando da divisão de um valor por zero. As 
diferenças foram consideradas estatisticamente significativas (indicando associação) nos 
casos em que p ≤ 0,05. Como fator de correção (correção de Bonferroni) os valores de p 
foram multiplicados pelo número de alelos, genótipos ou haplótipos  testados (pc). Nos casos 
em que a diferença entre as frequências gênicas de pacientes e controles apresentaram 
significância estatística, foi calculado o Odds Ratio (“OR” ou razão de probabilidades), com 
intervalo de confiança de 95%. O valor de OR, em análises de associação, é tomado como 
sinônimo do valor de risco relativo (RR), que demonstra quantas vezes a característica é 
mais frequente entre os portadores de um determinado fator comparando com indivíduos 
sem o fator. Valores de OR acima de 1 indicam que o fator está associado com uma maior 
probabilidade de se desenvolver a afecção, enquanto valores de OR abaixo de 1 indicam 
uma menor probabilidade. Os programas Arlequin versão 3.0, GraphPad Prism versão 6.01 
(GraphPad Software, USA) e Genepop versão 4.2 (http://genepop.curtin.edu.au/) foram 
utilizados nas análises. 
Todas as variáveis quantitativas contínuas passaram por teste de normalidade ou 
distribuição Gaussiana (D’Agostino & Pearson normality test e Shapiro-Wilk normality test) 
anteriormente as análises estatísticas. As análises comparativas referentes à tamanho de 
vesículas extracelulares foram realizadas através de Unpaired T test devido à distribuição 
normal da variável. As análises comparativas referentes ao número de vesículas 
extracelulares foram realizadas através de Unpaired T test e Mann-Whitney Test 
dependendo da distribuição da variável em diferentes situações de comparação. Para as 
análises comparativas referentes a diferenças na expressão de proteínas típicas de 




por se tratar de variáveis quantitativas contínuas sem distribuição normal. As análises 
comparativas entre os níveis de moléculas HLA-G, HLA-E, MICA/B e ULBP-2 e os níveis de 
citocinas IFN-γ, IL-10 e TGF-β1 no soro e nos precipitados de vesículas extracelulares 
derivadas de soro de mulheres pertencentes aos grupos de estudo foram realizadas através 
de Mann-Whitney Test por se tratar de variáveis quantitativas contínuas sem distribuição 
normal. Além disso, Mann-Whitney Test foi empregado para avaliar a associação entre os 
diferentes alelos e haplótipos dos genes HLA-G, HLA-E e MICA e seus respectivos níveis no 
soro e nos precipitados de vesículas extracelulares derivadas de soro de mulheres 
pertencentes aos grupos IF e FW. As diferenças foram consideradas estatisticamente 
significativas nos casos em que p ≤ 0,05. Os dados foram apresentados como média ± DP e 
mediana + variação ou mediana + amplitude inter-quartil, dependendo da distribuição da 
variável avaliada. Os programas GraphPad Prism versão 6.01 (GraphPad Software, USA) e 
SPSS versão 21.0 (SPSS Inc., USA) foram utilizados nas análises.  
Nas análises referentes aos níveis da molécula HLA-G no soro e nos precipitados de 
vesículas extracelulares derivadas de soro de mulheres pertencentes aos grupos IF e FW, 
uma curva ROC (do inglês: Receiver Operating Characteristic) foi executada adicionalmente 
com o objetivo de discriminar os grupos de estudo em relação a um valor de cut-off gerado 
pelos níveis solúveis de HLA-G. A curva ROC é uma representação direta da habilidade de 
uma variável contínua em classificar indivíduos em grupos, onde a sensibilidade representa 
os verdadeiros positivos e 1 – especificidade representa os falsos positivos. A área abaixo 
da curva representa a medida de desempenho do teste, na qual valores acima de 0,70 são 
considerados satisfatórios. O programa SPSS versão 21.0 (SPSS Inc., USA) foi utilizado 
para essa análise.  
As análises estatísticas referentes aos estudos funcionais foram realizadas com o 
auxílio dos programas GraphPad Prism versão 6.01 (GraphPad Software, USA) e SPSS 
versão 21.0 (SPSS Inc., USA). Os testes estatísticos executados para avaliar a captação de 
vesículas extracelulares por células de sangue periférico foram One-way ANOVA e Unpaired 
T test para as variáveis quantitativa contínuas. Além disso, Holm-Sidak’s test foi executado 
para comparações múltiplas. Para as análises estatísticas referentes à detecção da 
atividade de caspase-3, da expressão de IFN-γ e da degranulação em PBMCs na presença 
e na ausência de vesículas extracelulares, os testes estatísticos Kruskal-Wallis e Wilcoxon 





2. QUESTIONÁRIOS CLÍNICOS E DEMOGRÁFICOS 
 
Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) 
Departamento de Genética – UFPR 
PROJETO: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade 
 
CASAL PACIENTE - IF 
1 – Identificação do Casal 
1 - Nome da mulher: 
2 - Data de Nasc:.   Idade:    G. Étnico: 
3 – Profissão:       G. Sanguíneo: 
4 – Fumante (   ) Sim Sim  Há quanto tempo? (____Anos) (____Meses) 
                            (   )Não 
5 – Nome do Marido: 
6 – Data de Nasc:.   Idade:    G. Étnico: 
7 – Profissão:      G. Sanguíneo: 
8 – Fumante (   ) Sim  Há quanto tempo? (____Anos) (____Meses)        
                    (   )Não 
9 – Endereço:        Nº: 
Apartamento   Bairro    Cidade   Estado 
CEP    Tel. Res.    Tel. Com. 
 
2 – Dados do Casal Atual 
1 – Data de união ___________  Idade da mulher ao se casar ______ 
2 – Consangüinidade: (  )S  (  )N  Grau de parentesco: _______  
3 – Relato de casos de infertilidade ou dificuldade de engravidar na família 
  (  ) Sim (  ) Não 
Se sim: (  ) família da mulher  (   ) família do homem 
4 – Nº total de tratamentos de reprodução anteriores: _______      Abortos ______ 
5 – Causa da infertilidade ____________________ 
6 – Medicação para indução da ovulação _________________________________ 
______________________________________________________________________ 
7 – Número de óvulos obtidos ____  




9 – Número de embriões vivos ____ 
10 – Avaliação no 3º dia após a estimulação 
Volume ovariano _______ 
  Nº de folículo antral ______ 
Nível de FSH (Folículo estimulante) ________ 
Nível de Estradiol ________ 
3 – Antecedentes Maternos 
1 – Concebe facilmente  (   )Sim (   ) Não 
2 – Usa método anticoncepcional?  (   )Sim (   ) Não 
Há quanto tempo? _______________________________________________________ 
Qual?_________________________________________________________________ 
3 – Idade da primeira menstruação:_____________________________________ 
4 – Enfermidade aguda?   (   )Sim (   ) Não  
Especifique: ____________________________________________________________ 
5 – Enfermidade crônica?  (   )Sim (   ) Não 
Qual? _________________________________________________________________ 
6 – Doença auto-imune?  (   )Sim (   ) Não  
Qual? _________________________________________________________________ 
7 – Recebeu transfusão sanguínea?  (   )Sim (   ) Não 
Quando? _______________________________________________________________ 
 
5 – Outros fatores 
1 – Fatores femininos 
a) Problemas ovulatórios com Clamídias (   )Sim (   ) Não 
b) Cervix incompetente    (   )Sim (   ) Não 
c) Síndrome de Asherman   (   )Sim (   ) Não 
d) Efeito da fase luteal    (   )Sim (   ) Não 
e) Problemas anatômicos   (   )Sim (   ) Não  
Quais?_________________________________________________________ 
2 – Fatores masculinos 
a) Prostatite     (   )Sim (   ) Não 
3 – Fatores do Casal 





Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) 
 Departamento de Genética – UFPR 
CONTROLES: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade 
 
CASAL CONTROLE - FW 
1 – Identificação do Casal 
1 - Nome da mulher: 
2-Fumante    (   ) Sim  Há quanto tempo? (____Anos) (____Meses)        
                     (   )Não 
3 - Data de Nasc:   Idade:    G. Étnico: 
4 – Profissão:       G. Sanguíneo: 
5 – Nome do cônjuge: 
6- Fumante  (   ) Sim  Há quanto tempo? (____Anos) (____Meses)        
                    (   )Não 
         7 – Data de Nasc.:   Idade:       G. Étnico: 
8 – Profissão:                                                                  G. Sanguíneo: 
7 – Endereço:                               Nº:          Compl:   
Bairro:           Cidade:                 Estado: 
CEP:    Tel. Res.:   Tel. Com.: 
2 – Dados do Casal Atual 
1 – Data de união:     Consangüinidade: (  )S         (  )N 
2 – Idade da mulher ao se casar :  Grau de parentesco: 
3 – Nº total de concepções:   Abortos:  Natimortos:    N. vivos: 
4 – Concepções:  1ª  2ª  3ª  4ª  5ª 6ª 
5 – Outras uniões ou casamentos:   Consangüinidade: (  )S         (  )N 
6 – Data da união:     Nº de concepções: 
7 – Idade da mulher ao se casar: 
8 – Outras uniões ou casamentos:   Consangüinidade: (  )S         (  )N 
9 – Data da união:     Nº de concepções: 
10 – Idade da mulher ao se casar:  
3 – Antecedentes Maternos 
         1 – Idade ou data da última gravidez: 
2 – Concebe facilmente?   (  ) Sim     (  ) Não 




4 – Idade da primeira menstruação: 
5 – Enfermidade aguda?  (  ) Sim   (  ) Não   
Especifique:______________________________________________________ 
6 – Enfermidade crônica?  (  ) Sim   (  ) Não 
Especifique:______________________________________________________ 
7 – Doença auto-imune?  (  ) Sim   (  ) Não 
Especifique:______________________________________________________ 
8 – Recebeu transfusão sanguínea?  (  ) Sim   (  ) Não   
         Quando?_________________________________________________________ 




Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) 
 Departamento de Genética – UFPR 
CONTROLES: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade 
 
CONTROLE GESTANTE - PW 
1 – Identificação  
1 - Nome: 
2 - Fumante    (   ) Sim  Há quanto tempo? (____Anos) (____Meses)        
                       (   )Não 
3 - Data de Nasc:   Idade:    G. Étnico: 
4 – Profissão:       G. Sanguíneo: 
5 – Endereço:                               Nº:          Compl:   
Bairro:           Cidade:                 Estado: 
CEP:    Tel. Res.:       Email.: 
 
2 – Gestação Atual 
1 – Tempo de gestação:  Meses:  Semanas: 
2 – Teve algum problema para engravidar? (  ) Sim  (  ) Não 
Qual:___________________________________________________________ 
3 – Teve algum problema nas primeiras semanas de gravidez?  (  ) Sim   (  ) Não  
Especifique:______________________________________________________ 
4 – Diabetes gestacional?  (  ) Sim   (  ) Não 
5 – Pré-eclampsia ou Eclampsia?  (  ) Sim   (  ) Não 
3 – Antecedentes Maternos 
1 – Estado civil:      
2 – Idade ao se casar:  
3 – Filhos anteriores: (  ) Sim   (  ) Não 
4 – Nº total de gestações:         N. vivos:         Abortos:        Natimortos:      
5 – Anos dos Nascimentos:  1ª  2ª  3ª  4ª  5ª 6ª 
6 – Outras uniões ou casamentos:    
7 – Nº de gestações desta união:  
8 – Idade ou data da última gravidez:  
9 – Engravida facilmente?   (  ) Sim     (  ) Não 




11 – Está com alguma inflamação, infecção ou doença no momento (Enfermidade 
aguda)?  (  ) Sim   (  ) Não   
Qual:______________________________________________________ 
12 – Possui alguma doença crônica (Enfermidade crônica)?  (  ) Sim   (  ) Não 
Qual:______________________________________________________ 
13 – Doença auto-imune?  (  ) Sim   (  ) Não 
Qual:______________________________________________________ 
14 – Recebeu sangue alguma vez (transfusão sanguínea)?  (  ) Sim  (  ) Não  





3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
a) Você está sendo convidado a participar como: ( ) PACIENTE ( )CONTROLE de um 
estudo intitulado “DETECÇÃO DE MARCADORES MOLECULARES NO 
PROGNÓSTICO E ACEITAÇÃO DO ALOENXERTO E ENXERTO SEMI-
ALOGÊNICO”. É através das pesquisas, inclusive básicas, que ocorrem os avanços na 
medicina, e sua participação é de fundamental importância; 
b) O objetivo desta pesquisa é buscar subsídios que possam ajudar a esclarecer fenômenos 
relacionados ao sucesso da implantação do embrião no útero materno.Essas informações 
serão também importantes para o entendimento de alterações que ocorrem no período 
gestacional tais como, abortos recorrentes de causas desconhecidas, pré eclampsia e inclusive  
auxiliar no entendimento dos mecanismos que contribuem para aceitação/rejeição de órgãos 
transplantados. A participação de controles neste caso é de fundamental importância, pois é 
através das comparações entre dados clínicos entre amostras caracterizadas como Paciente e 
Controle é que se pode concluir sobre a influência do componente genético na condição 
clínica sob estudo. 
c) Caso você participe da pesquisa, será necessário que você forneça uma amostra de sangue 
(10ml); 
d) O único inconveniente que você poderá experimentar é a dor pela picada na hora da coleta 
de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a ocorrer, e que não causam 
danos a pacientes ou controles; 
e) Não há riscos para você; 
f) Para tanto você deverá coletar sangue na clínica onde realiza o tratamento; 
g) A pesquisadora responsável pelo projeto, Profa. Maria da Graça Bicalho – fone: 3361-
1729 poderá ser contatada no LIGH; 
h) Está garantido que você terá todas as informações que você queira, antes, durante e depois 
da pesquisa; 
i) A sua participação neste estudo é voluntária. Você tem a liberdade de recusar participar da 
pesquisa; 
j) As informações relacionadas à pesquisa poderão ser inspecionadas pelos pesquisadores que 
executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informação for 
divulgada em relatório, publicação ou por qualquer meio, isto será feito de forma codificada, 
para que a confidencialidade seja mantida; 
l) Todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames) não são de 
responsabilidade dos pacientes ou controles; 
m) Pela sua participação na pesquisa você não receberá qualquer valor em dinheiro; 
n) Quando os resultados forem divulgados, não aparecerá seu nome e sim um código; 
 
Eu, ................................................................................................. li o texto acima e 
compreendi a natureza e objetivo da pesquisa para a qual fui convocado a participar. A 
explicação que recebi menciona o fato relacionado a coleta de sangue e seus 
inconvenientes. Eu entendi que sou livre para interromper ou não participar da 
pesquisa. Eu concordo, voluntariamente, em participar desta pesquisa. 
Ass. Paciente/Controle  _________________________________________________  
Ass. Pesquisador  ______________________________________________________  
Data ___/___/______ 
